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La monoubiquitination de l'histone H2A sur la lysine 119 (H2AK119ub) est une 
modification épigénomique, catalysée par le complexe Polycomb PRC1 par le biais de 
l’ubiquitine ligase Ring1B /BMI1. Cette modification joue un rôle important dans la régulation 
de l’expression génique, et est ainsi requise pour le contrôle de plusieurs processus cellulaires 
associés au développement et à la prolifération cellulaire. Cette modification est reversée par la 
déubiquitinase (DUB) BAP1, un suppresseur de tumeurs qui constitue la DUB la plus 
fréquemment mutée dans les cancers humains. Chez la drosophile, la déubiquitination de 
H2AK118ub, l’analogue de H2AK119ub, est catalysée par la protéine du groupe Polycomb 
Calypso, l’orthologue de BAP1, qui se trouve associée à son partenaire ASX, et forme ce qu’on 
appelle le complexe répresseur Polycomb (PR-DUB).  
Nous avons précédemment montré que BAP1 forme, chez les mammifères, deux 
complexes mutuellement exclusifs avec des facteurs de la famille des protéines du groupe 
Polycomb, ASXL1 et ASXL2 (ASXL1/2), qui sont deux orthologues d'ASX. L’association de 
BAP1 avec ASXL1/2 stimule son activité DUB et ceci est nécessaire pour une coordination 
harmonieuse du cycle cellulaire. Mais comment BAP1 agit en tant que suppresseur de tumeurs 
et comment ces protéines associées sont régulées au niveau moléculaire demeurent des 
questions importantes. De manière très intéressante, nous avons identifié une 
monoubiquitination constitutive qui apparait sur ASXL1/2 seulement en présence de BAP1, et 
nous avons émis l'hypothèse que cet événement de monoubiquitination joue un rôle essentiel 
dans la stabilité protéique du complexe BAP1/ASXL1/2 et la coordination de la fonction DUB 
de ce dernier.  
                                                                                                                                                                                 
Méthodes et résultats: 
Dans notre étude, nous nous sommes intéressés au régulateur transcriptionnel ASXL2, 
qui interagit, via son domaine ASXM2, avec le domaine C-terminal (CTD) de BAP1. Cette 
interaction engendre une monoubiquitination qui se produit sur la lysine 370 du domaine 
ASXM2 et qui régule la fonction du complexe BAP1/ASXL2. De manière intéressante, la 
monoubiquitination de la lysine K370 stabilise ASXL2, mais peut aussi amorcer sa 
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polyubiquitination et sa dégradation par le protéasome. De plus, nous avons démontré que la 
monoubiquitination d’ASXL2 stimule l’activité DUB de BAP1 envers H2AK119ub. 
En conduisant un criblage siRNA des enzymes de conjugaison de l’ubiquitine (E2) et 
des DUBs du génome humain, nous avons démontré que la monoubiquitination d’ASXM2 est 
directement catalysé par les membres de la famille UBE2E (UBE2E1, UBE2E2 et UBE2E3) et 
est reversée par la déubiquitinase protéasomale PSMD14.  
Au niveau cellulaire, nous avons observé que l’expression d’une forme mutée d’ASXL2 
sur son site d’ubiquitination, K370R, retarde la prolifération cellulaire. Un délai de prolifération 
cellulaire est aussi observé suite à la déplétion d’UBE2E3 par l’approche CRISPR/Cas9.   
Enfin, nous avons identifié des mutations de BAP1, retrouvés dans certains cancers, qui 
abolissent la monoubiquitination d’ASXL2 et ceci est observé lorsque ces formes mutées de 
BAP1 sont exprimées dans des cellules humaines suggérant ainsi l'importance de cette 
modification post-traductionnelle dans la suppression tumorale. 
 
Conclusion et pertinence:  
Nos résultats indiquent que BAP1 et ASXL2 sont intimement co-régulés par 
l’ubiquitination de ce dernier. Cela permet au complexe BAP1/ASXL2 de réguler son activité 
DUB et permettre une prolifération normale des cellules, empêchant ainsi la transformation 
maligne. Comprendre comment le complexe BAP1 est régulé par ces cofacteurs ASXL1/2 nous 
permettra de mieux établir son rôle suppresseur de tumeurs, et ainsi conduire au développement 
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ABSTRACT 
Introduction: 
Monobiquitination of histone H2A on lysine 119 (H2AK119ub) is an epigenomic 
modification catalyzed by the Polycomb complex PRC1 via its ubiquitin ligase Ring1B/BMI1. 
This modification plays an important role in the regulation of gene expression, and is required 
for the control of several cellular processes associated with cell development and proliferation. 
This modification is reversed by the deubiquitinase (DUB) BAP1, a tumor suppressor 
considered as the most frequently mutated DUB in human cancers. In Drosophila, the 
deubiquitination of H2AK118ub, the analog of H2AK119ub, is catalyzed by the Polycomb 
protein Calypso, the ortholog of BAP1, which is associated with its partner ASX, and forms the 
Polycomb repressor complex (PR-DUB). 
We have previously shown that BAP1 forms, in mammals, two mutually exclusive 
complexes with two factors of the Polycomb proteins family, ASXL1 and ASXL2 (ASXL1/2), 
which are two ASX orthologs. The association of BAP1 with ASXL1/2 stimulates its DUB 
activity and is necessary for the normal coordination of the cell cycle. But how BAP1 acts as a 
tumor suppressor, and how these associated proteins are regulated at the molecular level remain 
important questions to be addressed. Interestingly, we identified a constitutive 
monoubiquitination that appears on ASXL1/2 only in the presence of BAP1, and we 
hypothesized that this monoubiquitination event plays an essential role in the protein stability 
of the BAP1/ASXL1/2 complex and the coordination of its DUB function. 
                                                                                                                                                        
  Methods and results: 
In our study, we were interested in the ASXL2 transcriptional regulator, which interacts, 
via its ASXM2 domain, with the C-terminal domain (CTD) of BAP1. This interaction results in 
a monoubiquitination event on lysine 370 of the ASXM2 domain and this regulates the function 
of the BAP1/ASXL2 complex. Interestingly, monoubiquitination of lysine K370 stabilizes 
ASXL2, but can also initiate polyubiquitination and degradation by the proteasome. In addition, 
we demonstrated that monoubiquitination of ASXL2 stimulates DUB activity of BAP1 on 
H2AK119ub. 
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By conducting siRNA screening of ubiquitin conjugating enzymes (E2) and DUBs of all 
the human genome, we demonstrated that monoubiquitination of ASXM2 is directly catalyzed 
by members of the UBE2E family (UBE2E1, UBE2E2 and UBE2E3) and is reversed by the 
proteasomal DUB PSMD14. 
At the cellular level, we have observed that the expression of a mutated form of ASXL2 
on its ubiquitination site, K370R, delays cell proliferation. The same delay of cell proliferation 
is also observed following the depletion of UBE2E3 by the CRISPR/Cas9 approach. 
Finally, we have identified cancer mutations of BAP1, which abolish the 
monoubiquitination of ASXM2 when expressed in human cells, suggesting the importance of 
this post-translational modification for tumor suppression. 
 
Conclusion and relevance: 
Our results indicate that BAP1 and ASXL2 are tightly co-regulated by ubiquitination. 
This allows the BAP1/ASXL2 complex to control its DUB activity and function, promoting 
normal cell proliferation and preventing malignant transformation. In conclusion, understanding 
how the BAP1 complex is regulated by ASXL1/2 cofactors will allow us to better establish its 
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I- REVUE DE LITTÉRATURE 
 
1- Le système protéasome et l’ubiquitination des protéines  
 
 Les modifications post-traductionnelles, comme l’ubiquitination, jouent un rôle 
primordial dans la régulation fine des fonctions des protéines en modulant leurs localisations 
subcellulaires, leurs activités enzymatiques et leurs interactions avec d’autres partenaires 1. Le 
système ubiquitine/protéasome (UbPr),  mettant en jeu la réaction d'ubiquitination, constitue un 
modulateur cellulaire très critique dans la régulation de la protéolyse intracellulaire et la fonction 
des protéines 2.  En effet, le UbPr est un système de signalisation très sophistiqué essentiel pour 
de nombreux processus cellulaires comme, la prolifération, l'apoptose, la différentiation ou 
encore la réponse immunitaire. Le protéasome, un complexe multi-protéique hautement 
conservé au cours de l'évolution, exerce un rôle central dans la dégradation contrôlée des 
protéines.  
 Depuis la première mise en évidence de l'existence d'une dégradation des protéines 
cellulaires, il y a maintenant plus de 30 ans, l’ubiquitination des protéines est devenue parmi les 
sujets les plus actifs en recherche biomédicale, et l'importance physiologique de ce système a 
mérité le prix Nobel de chimie en 2004.   
 L’ubiquitination des protéines est une réaction enzymatique qui se produit dans toutes 
les cellules de notre corps, et qui aboutit à la liaison covalente de l'ubiquitine, une petite protéine 
de 8 kDa, sur une ou plusieurs lysines acceptrices d’une protéine substrat. Ce processus 
d’« étiquetage » cible toutes les protéines mal formées, surnuméraires ou non nécessaires pour 
la cellule afin qu’elles soient  dégradées par le protéasome. Tenant compte de la multitude de 
substrats et des processus impliquant l'ubiquitination, il n'est pas surprenant que des 
dysfonctionnements du système UbPr soient impliqués dans de nombreuses pathologies, comme 
le cancer, les maladies neurodégénératives, les maladies auto-immunes et certaines infections 
virales 3. En effet, la possibilité de manipuler la machinerie protéolytique au sein du  système 
UbPr, avec de petites molécules activatrices ou inhibitrices, afin de contrôler la stabilité et la 
fonction de certaines protéines cibles pourrait représenter une plateforme importante pour la 




2- La réaction d’ubiquitination  
 
 L’ubiquitination des protéines requiert l’activité séquentielle de trois types d’enzymes 4. 
Cette réaction qui nécessite l’ATP, est tout d’abord déclenché par la formation d’une liaison 
thioester entre l’ubiquitine et une enzyme d’activation (ubiquitin-activating enzyme ou E1). Il 
s’agit d’une adénylation entre la glycine 76 (G76) de l’Ub et la cystéine 632 (C632) de l’enzyme 
E1. L’ubiquitine est ensuite transférée, en formant une autre liaison thioester entre la G76 de 
l’ubiquitine et la cystéine du site catalytique de l’enzyme conjugatrice de l’ubiquitine, la E2 
(ubiquitin-conjugating enzymes ou E2). Les E2 confèrent un premier niveau de spécificité dans 
la reconnaissance des substrats. Certaines d’entre elles peuvent transférer directement 
l’ubiquitine sur des protéines cibles. Cependant, dans l’immense majorité des cas, une troisième 
classe d’enzymes, appelée ubiquitine ligase ou E3 est nécessaire et joue le rôle principal dans la 
reconnaissance des substrats. Enfin, un dernier type d’enzyme, dit E4, a récemment été identifié 
et jouerait un rôle dans l’élongation de certaines chaînes d’ubiquitine (Figure 1B). 
 Dans la plupart des cas, la polyubiquitination des substrats, est associée à la dégradation 
protéasomale par le protéasome 26S. Le protéasome 26S est un complexe protéolytique 
d'environ 2,5 MDa formé par l'association du protéasome 20S (le cœur protéolytique du 
complexe) et du complexe régulateur 19S qui assure la reconnaissance des protéines 
ubiquitinées ainsi que l’enlèvement des chaînes de polyubiquitine des protéines modifiées avant 
que celles-ci ne rentrent à l'intérieur de la cavité interne du protéasome. Ce processus permet le 
recyclage de l'ubiquitine. Plusieurs activités enzymatiques du protéasome, de spécificité 
différente, assurent la dégradation de la protéine cible en peptides de quelques acides aminés. 
Ces derniers seront, par la suite, digérés par des peptidases cytosoliques afin de libérer les 
acides-aminés qui seront réutilisés par la cellule (Figure 1A). Cependant, l'ubiquitination 
n'entraine pas toujours la dégradation des protéines cibles. En effet, il a été démontré que, de 
manière similaire à d’autres modifications post-traductionnelles, l'ubiquitination peut aussi 






Figure 1 : Représentation schématique des étapes de la protéolyse (A)  et de la cascade 
enzymatique de la réaction d’ubiquitination (B). 
 
a- L’enzyme activatrice de l'ubiquitine (E1) 
 
 L’enzyme activatrice de  l'ubiquitine  (UBA1) ou E1,  réagit avec l'ubiquitine pour 
former un intermédiaire, l'adénylate d'ubiquitine (c’est  une liaison à haute énergie entre 
l'extrémité carboxy-terminale de l'ubiquitine et l’AMP) 6. L'ubiquitine est par la suite transférée 
sur une cystéine dans le domaine catalytique d'UBA1 pour former le complexe ubiquitine/UBA1 
activé. Une seconde molécule d'ubiquitine est convertie en adénylate d'ubiquitine et se lie de 
manière non-covalente au domaine d'adénylation. Le complexe E1 doublement chargé est alors 
reconnu par une enzyme de conjugaison E2, qui reçoit l'ubiquitine pour former un complexe  E2 
chargé d'ubiquitine 7. 
 
b- Les enzymes conjugatrices de l'ubiquitine (E2) 
 
 Le génome humain code pour ~ 40 enzymes E2 différentes, caractérisées par un 
domaine central UBC conservé d’environ 150 acides aminés contenant le résidu cystéine 





































N- ou C-terminales, dont les rôles ne sont pas très bien compris 8. En effet, l'extension N-
terminale des enzymes de conjugaison d’ubiquitine appartenant à la famille UBE2E limite 
l'assemblage de chaînes d’ubiquitines 9, assurant uniquement la monoubiquitination des 
substrats. 
Les E2s présentent différentes spécificités au niveau de leur habilité à catalyser 
différentes chaînes d’ubiquitines. À ce jour, il est connu que la plupart des E2s permettent la 
formation d’extension de chaînes d’ubiquitines en fonction des liens isopeptidiques spécifiques 
qu’elles favorisent entre les molécules d’ubiquitines. Comme par exemple Cdc34, qui permet la 
formation de chaînes de polyubiquitines liées par la lysine 48 de l’ubiquitine elle-même. La 
polyubiquitination en chaînes K63 peut être catalysée par le complexe E2, Mms2-Ubc13.       
 
c- Les ubiquitine ligases (E3)   
 
 Les ubiquitines E3 ligases constituent les enzymes les plus nombreuses du système 
UbPr, on en compte plus de 600 enzymes dans le génome humain. Les E3 ligases se répartissent 
en deux grandes catégories : Les E3 ligases qui forment une liaison thioester avec l’Ub et 
participent directement au transfert de l’ubiquitine sur le substrat  (on  parle dans ce cas des E3s 
de la famille des HECT), et celles qui agissent comme un adaptateur entre les E2 et les substrats 
afin de promouvoir le transfert de l’ubiquitine (il s’agit des E3s de la famille des RING ou les 
E3s avec les domaines U-box). La spécificité de la réaction d’ubiquitination est principalement 
attribuée à l’action des E3s ligases.   
La première catégorie se limite aux E3 de la famille HECT (au moins une vingtaine de 
membres chez l’humain), qui ont été caractérisées initialement par homologie avec le domaine 
carboxy-terminal de l’E3 E6-AP. Le domaine catalytique HECT (environ 40 kDa) est situé dans 
la région carboxy-terminale, alors que la reconnaissance des substrats est assurée par les 
domaines retrouvés dans la région amino-terminale (Figure 2A). Les cibles physiologiques 
d’E6-AP sont encore peu connues. Néanmoins, dans les cellules infectées par les formes 
oncogéniques HPV-16 et HPV-18 du virus du papillome humain, E6-AP est recrutée par une 
protéine virale, E6, pour provoquer l’ubiquitination et la dégradation du suppresseur de tumeurs 
p53 10. Outre E6-AP, la protéine HECT la mieux caractérisée est RSP5/Nedd4, qui est impliquée 




de protéines associées à la membrane plasmique 11, et la destruction de la grande sous-unité de 
l’ARN polymérase II chez la levure 12.  
 La majorité des E3 caractérisées, forment la catégorie des E3 contenant un domaine en 
doigt de zinc RING (Really Interesting New Gene). Ce domaine est formé de résidus histidine 
et cystéines qui sont espacés de manière distinctive et coordonnés par un ion Zn2+ (Figure 2B). 
Dans cette classe d’enzymes, on trouve des E3 ligases monomériques contenant à la fois le 
domaine de reconnaissance du substrat et le domaine Ring finger responsable de la conjugaison 
de l'ubiquitine. D'autre part, on y trouve aussi les E3 ligases multimériques qui  contiennent de 
nombreuses sousunités, chacune responsable d’une fonction spécifique dans la régulation de la 
E3 ligase. Notamment, on trouve trois types de complexes supramoléculaires (SCF, CBC et 
APC/C) qui sont maintenant bien caractérisés et présentent des similitudes architecturales et 
fonctionnelles frappantes (Figure 2).  
 
Figure 2 : Les familles des E3 ligases et leurs complexes protéiques. 
(Le système ubiquitine/protéasome : un ensemble (de) complexe(s) pour dégrader les 




d- Les (E4) : 
 
 Pour de nombreuses protéines, la chaîne de polyubiquitine est formée par une série de 
cycles identiques impliquant successivement les enzymes E1, E2 et E3, jusqu’à l'obtention d’un 
nombre suffisant de molécules d'ubiquitine pour permettre la dégradation du substrat par le 
protéasome. En revanche, pour d’autres protéines, la formation de la chaîne d'ubiquitine 
implique, en plus de E1/E2/E3, l’intervention d’une autre famille d’enzymes, appelées enzymes 
d’élongation ou E4, comme l'enzyme de type U-box UFD2a, la première caractérisée chez la 
souris 13. Chez l’humain on compte deux E4 identifiées, CHIP  et p300 14.  
Cependant, cette famille d’enzymes reste récente et des études ultérieures nous aiderons à mieux 
comprendre son mécanisme d’action.  
 
e- Les exceptions à la cascade classique  
 
 Dans une cellule, les E2 existent principalement sous la forme chargée par l'ubiquitine 
(E2-Ub) et sont donc prêtes à réagir avec une E3 spécifique à un substrat. Les E2-Ub ont de 
faibles taux de transfert d’ubiquitine en l'absence d'une ligase E3, probablement pour éviter 
les cycles d’ubiquitination non spécifiques. Cependant, il  existe des E2 avec un taux de 
réactivité intrinsèque élevé qui sont capables de catalyser l’ubiquitination d’un substrat sans 
impliquer une E3 ligase. Par exemple, la famille d’enzymes UBE2E qui a fait l’objet de mes 
travaux de recherches présentés dans ce mémoire, possède une activité E3 ligase. Ceci 
constitue une exception à la cascade classique d’ubiquitination et rajoute de la complexité dans 
le réseau d’interactions entre les enzymes du système ubiquitine. 
 
f- Destin des protéines ciblées  
 
 L’ubiquitine peut être liée à sa cible de multiples façons. Dans le cas le plus simple, une 
seule molécule d’ubiquitine est attachée sur une lysine, il s’agit de la mono-ubiquitination qui 
représente la forme de modification la plus abondante dans les cellules. D'autre part, plusieurs 
résidus lysine de la même protéine peuvent porter une seule molécule d’ubiquitine par résidu, il 




elle-même (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63) peut être impliqué dans la formation de 
chaînes d’ubiquitine sur une lysine du substrat, il s’agit alors de polyubiquitination. 
 
 
Figure3 : Les différents types d’ubiquitination d’un substrat. 
 
Le sort d’une protéine modifiée par des molécules d’ubiquitine dépend en partie de la 
nature de l’ubiquitination, ou de la longueur et du type des chaînes d’ubiquitine formées 15. On 
sait que l’ubiquitination des protéines peut aussi conduire à des effets indépendants de la 
protéolyse. Par exemple, l’ajout d’une seule ubiquitine sur un ou plusieurs résidus lysine d’une 
protéine cible peut modifier sa localisation cellulaire, sa conformation, son activité, ou ses 
interactions avec d’autres protéines 16.  
Les polymères d’ubiquitines les mieux caractérisés à ce jour sont les chaînes de type 
K48 et K63 dans lesquelles les ubiquitines sont liés via leurs lysines 48 ou 63 respectivement. 
Les chaînes K48 induisent la dégradation de la protéine ciblée, par le protéasome 2,17. Par contre, 
l’attachement de chaînes K63 a un rôle dans l’activation de protéines, impliquées dans différents 
processus cellulaires comme la réparation de l’ADN 18, l’endocytose 19 ou la signalisation 
intracellulaire 20. Les chaînes K63 jouent aussi un rôle particulièrement important dans la 
régulation de l’activation de protéines impliquées dans les voies de signalisation NF-κB 
(Nuclear factor kappa B) 21. Enfin, l’ajout de chaînes K29 semble conduire les protéines ciblées 
vers une dégradation lysosomale 22.  
 
3- La déubiquitination  
L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle très dynamique et complexe. 
En fait, que ce soit pour ses rôles liés à la protéolyse, la localisation ou la fonction de certaines 











Comme toutes les réactions post-traductionnelles, l’ubiquitination est une réaction réversible et 
la réaction inverse est la déubiquitination.   
a- Les deubiquitinases et leurs familles 
 
 Les enzymes qui enlèvent l'ubiquitine des protéines sont appelées les déubiquitinases 
(DUBs) 23. Les DUBs ont pour rôle d’assurer un équilibre dynamique du système ubiquitine. 
Ainsi, les DUBs agissent pour contrecarrer l’action des ubiquitines ligases et ce en catalysant 
l’enlèvement d’une monoubiquitination ou une polyubiquitination. Par leur spécificité envers 
leurs substrats, les DUBs assurent différentes fonctions dans la régulation de la signalisation de 
l’ubiquitine. En effet, l’enzyme USP5/IsoT permet la maturation de l’ubiquitine à partir de 
précurseurs d’ubiquitines ou de monomères d’ubiquitines fusionnées aux protéines ribosomales. 
Les DUBs associées au protéasome, comme PSMD14, UCH37 et USP14 permettent le 
recyclage de molécules d’ubiquitines en clivant des chaînes de polyubiquitine, K48, lors de la 
dégradation protéasomale. D’autre part, certaines DUBs peuvent catalyser le remplacement 
d’une chaîne de polyubiquitine. Comme c’est le cas de la DUB A20 qui permet de renverser des 
chaînes K63 par des chaînes K48. Il en existe plusieurs familles de DUBs qui jouent un rôle 
déterminant dans la coordination de la machinerie d'ubiquitination 24 ,25. En effet, le génome 
humain code pour environ 100 DUBs regroupées en 2 superfamilles, basées sur leurs séquences 
et la structure de leurs domaines catalytiques. Six familles de DUBs de structures distinctes sont 
définies à nos jours. On y trouve les cystéine-protéases et les métalloprotéases 24. Les cystéine-
protéases comportent cinq familles de DUBs : les Ubiquitin-Specific Proteases (USP, 54 
membres), les Ubiquitin C-terminal Hydrolases (UCH, 4 membres), les Ovarian tumor domain 
proteases (OTU, 16 membres), les Machado-Joseph Domain Proteases (MJD, 4 membres) et 
la famille de DUBs nouvellement identifiée, the motif interacting with ubiquitin (MIU)-
containing novel DUB family (MINDY, 4 membres). Par contre, une seule famille de DUB de 
métalloprotéases existe : la famille des JAB1/MPN+/MOV34 (JAMM, 16 membres). Par 
définition, l'activité enzymatique des cystéine-protéases est assurée par un groupement thiol 
d'une cystéine du site actif qui est assistée par un résidu histidine adjacent. Ce dernier est polarisé 




contre, les métalloprotéases utilisent généralement un ion Zn2+ pour la catalyse, et leur triade 
catalytique est formée par un aspartate et deux histidines 26. 
 
  
Figure 4 : Les sites catalytiques des deux superfamilles de deubiquitinases. 
(Enzyme Catalysis: The Serine Proteases. JJ Neitzel. (2010)  Nature Education 3(9):21) 
 
 De manière intéressante, beaucoup de DUBs sont localisées au niveau de compartiments, 
structures cellulaires particulières ou au sein des complexes multi-protéiques. De ce fait, les 
DUBs possèdent une spécificité particulière soit pour les monomères d’ubiquitine ou les chaînes 
de polyubiquitines et ce grâce à leurs domaines de liaison à l’ubiquitine (UBD). Les DUBs 
BAP1 et UCH37 appartenant à la famille UCH ainsi que USP16 appartenant à la famille des 
USP, catalysent l’enlèvement de la monoubiquitination des substrats. D’autres DUBs ont une 
haute spécificité et peuvent déubiquitiner un nombre très limité de substrats. C'est le cas 
notamment de l'enzyme HAUSP/USP7, qui est une protéase à cystéine appartenant à la famille 
des USP 27. Cette isopeptidase interagit avec l'ubiquitine ligase MDM2 et est capable de la 
déubiquitiner in vitro et in vivo, ce qui influence le niveau d'expression de MDM2. Cette 
dernière est responsable de l'ubiquitination et la dégradation du suppresseur de tumeurs et 




absence de stress 28. D’autre part, BRCC36 et AMSH possèdent une spécificité très élevée 
envers les chaînes K63 29, 30. 
 
b- Mécanismes de régulations des déubiquitinases 
 
 La plupart des DUBs peuvent être potentiellement actives dès leur synthèse, 
contrairement à d’autres protéases qui sont produites sous forme de précurseurs inactifs 31 .Les 
DUBs sont sujettes à divers mécanismes de régulation qui peuvent être regroupés en deux 
catégories : (i) régulation de la localisation et l’abondance et (ii) régulation de l’activité 
catalytique.  En effet, les structures cristallographiques d’USP7 et UCHL3 ont montré que bien 
qu’ayant très peu d’homologies dans leurs séquences, les sites catalytiques des UCHs et des 
USPs sont parfaitement superposables 32, 33, 34. Un second point remarquable est que les sites 
catalytiques de ces deux types d’enzymes, dans leur forme libre, ne sont pas dans une 
conformation active. Par conséquent, les DUBs doivent subir un réarrangement, en présence de 
l’ubiquitine, permettant le bon positionnement des résidus catalytiques. L’avantage de ce 
changement de conformation est que ces enzymes sont catalytiquement inertes face à la plupart 
des protéines cellulaires et spécifiques de l’ubiquitine ou de certaines protéines ubiquitine-like 
(Ubl). En plus de leur poche catalytique, les DUBs contiennent des domaines d’interaction 
protéiques qui induisent des changements conformationnels régulant leur activité en ciblant des 
substrats particuliers et répondant à divers modes de régulation 25.  
 L'intégration des DUBs dans des complexes multi-protéiques est un autre mode de 
régulation de ces dernières qui peut déterminer leur spécificité et contrôler leur activité 
catalytique envers leurs substrats. Par exemple, RPN11 présente une activité DUB, uniquement 
quand elle est associée au complexe régulateur 19S du protéasome 35.  
Il existe également des cofacteurs qui modulent l’activité des DUBs. C’est le cas de 
Bre5, un cofacteur de la déubiquitinase Ubp3, qui est nécessaire pour stimuler son activité 
protéase chez la levure 36. Or, l’homologue humain de Bre5, G3BP1, inhibe l’activité de USP10 
in vitro 37, indiquant que les cofacteurs peuvent réguler les DUBs en activant ou en inhibant leur 
activité. 
 Les DUBs sont aussi étroitement régulées par des modifications post-traductionnelles 




CYLD, suite à une stimulation du récepteur TNFR (tumor necrosis factor receptor) par la 
cytokine TNFα, est nécessaire pour promouvoir cette voie de signalisation. Cette 
phosphorylation permet d’inhiber l'activité DUB de CYLD afin de permettre l’accumulation de 
son substrat TRAF2 polyubiquitiné via les chaînes d'ubiquitine K63 41-43 
 D'autres mécanismes comme le contrôle de l'expression génique et la régulation par les 
microARN s'ajoutent aussi pour assurer une régulation hautement fine des DUBs durant le cycle 
cellulaire ou en réponse à différents stimuli. Par exemple l'expression génique de USP1 est 
induite vers la fin de la phase S. USP1 déubiquitine son substrat FANCD2 (Fanconi anemia 
(FA) protein) dont la monoubiquitination, qui est requise pour le bon déroulement de la phase 
S, doit être éliminée à la fin de cette phase pour permettre la poursuite du cycle cellulaire 44. 
 
c- Les déubiquitinases et le cancer 
 
 Les DUBs contrôlent la majorité des processus cellulaires, tels que la progression du 
cycle cellulaire, l'apoptose, la différenciation, la transcription des gènes, la réplication et la 
réparation de l’ADN. Les DUBs (100 gènes dans le génome humain) jouent des rôles 
considérables dans le contrôle de plusieurs voies de signalisation importantes et sont ainsi des 
cibles potentielles pouvant être dérégulées de manière pathologique. En effet, il n’est pas 
surprenant que des changements des niveaux d’expression, ou des mutations de gènes codants 
pour les DUBs, soient associées à une multitude de maladies, dont le cancer 45. Dans ce contexte 
nous pouvons citer les dérégulations de la voie p53 via la DUB USP7. 
 p53 est un suppresseur de tumeurs majeur qui, en cas de stress, initie l’arrêt du cycle 
cellulaire, la sénescence ou l’apoptose 46. p53 est hautement régulé par les actions opposées ou 
collaboratives de l’ubiquitination et de la déubiquitination qui contrôlent sa dégradation par le 
protéasome 46. Dans les conditions normales, le niveau de p53 est maintenu bas par l’action de 
la ligase E3 MDM2, qui catalyse sa polyubiquitination menant à sa dégradation. Un contrôle 
dynamique de cette voie p53-MDM2 est assuré par la déubiquitination de MDM2 par la DUB 
USP7/HAUSP. Dans plusieurs cancers, l'augmentation de l'expression de MDM2 a été observée 
suite à un mauvais fonctionnement de USP7 47. MDM2 empêche l'accumulation de p53 et par 
conséquent les cellules échappent aux mécanismes de surveillance assurés par ce dernier, 




 Comprendre au niveau moléculaire comment la dérégulation des DUBs mène à la 
tumorigenèse est important, voire nécessaire, pour développer de nouvelles méthodes de 
diagnostic et des stratégies thérapeutiques. Effectivement, plusieurs preuves de concept 
démontrent la faisabilité d’inhibition sélective de voies de signalisation en ciblant le système 
UbPr. Le succès des inhibiteurs du protéasome confirme notamment que cibler le système UbPr 
représente une plateforme permettant des traitements efficaces contre le cancer 48, 49. Toutefois, 
certains problèmes, comme le développement de résistance et les effets non spécifiques de ces 
inhibiteurs restent à être étudiés. Cibler les DUBs pour développer des thérapies anti cancéreuses 
est une approche relativement récente comparé aux interventions ciblant le protéasome ou les 
ligases E3. Par un criblage à haut débit, Chauhan et al., ont pu identifier la molécule inhibitrice 
de USP7, nommée P5091 50. Cet inhibiteur bloque l’activité d’USP7, résultant ainsi en la 
polyubiquitination de MDM2, ce qui cause ensuite sa dégradation et par conséquent la 
stabilisation de p53. De manière significative, P5091 induit l’apoptose même dans les 
mélanomes résistants à la thérapie au bortezomib, un fameux inhibiteur de protéasome. Les 
DUBs sont donc de nouvelles cibles contre le cancer qui présentent un grand potentiel 
thérapeutique. 
 
4- La deubiquitinase et le suppresseur de tumeurs BAP1 
 
a-  Définition 
 
 BAP1 (BRCA1-associated protein1) est un membre de la famille des UCHs des cystéines 
protéases, dont fait partie UCH-L1, UCH-L3 et UCH-L5. Cependant, BAP1 se distingue par un 
long domaine C-terminal, absent chez les autres membres de la famille des UCHs. Ce domaine 
s'affiche comme un élément crucial dans la modulation de l'activité de BAP1. Il permet des 
associations sélectives avec d'autres protéines et il est le siège de modifications post-
traductionnelles qui régulent cette DUB. On retrouve aussi dans le domaine C-terminal un signal 








Figure 5 : schéma représentant la structure protéique de BAP1. 
UCH: Ubiquitin Carboxyl hydrolase, HBM:  HCF-1 binding motif, CTD: C-terminal domain, 
NLS: Nuclear localization signal 
 
 
b-  Découverte de BAP1 
 
 BAP1 a été isolée pour la première fois comme étant une déubiquitinase nucléaire qui 
interagit avec le suppresseur de tumeurs BRCA1 (Breast cancer-associated protein 1). Dans 
cette étude, Jensen et al., ont trouvé que BAP1 interagissait physiquement avec BRCA1. De 
plus, la surexpression de BAP1 augmentait l’inhibition de la prolifération des cellules du cancer 
du sein médiée par BRCA1 52. Dans ce même sens, la surexpression de BAP1 dans les cellules 
de cancer du sein, MCF7, accentuait la fonction suppressive de tumeurs de BRCA1 et ce en 
inhibant la prolifération cellulaire 53. Jensen et al., ont également trouvé des mutations 
homozygotes de BAP1 dans la lignée cellulaire de cancer du poumon H226. Ainsi, ils ont 
proposé pour la première fois que BAP1 serait un nouveau gène suppresseur de tumeurs. 
 BAP1 agit aussi d'une manière indépendante de BRCA1. En effet, sa surexpression dans 
des cellules déficientes en BRCA1 inhibe la prolifération cellulaire et la croissance tumorale 54. 
Ainsi, le lien entre BAP1 et BRCA1 est resté énigmatique. Aussi, très peu est connu sur les 
fonctions cellulaires de BAP1 et encore moins sur son mécanisme d’action.  
 
c- BAP1 est un suppresseur de tumeurs 
 
 Les résultats obtenus à ce jour montrent clairement que BAP1 est un suppresseur de 
tumeur. À cet égard, plusieurs évidences viennent appuyer cette conclusion :  
i) Des expériences utilisant des xénogreffes  montrent que l’expression de BAP1 inhibe 










une des propriétés importantes d'un suppresseur de tumeurs est sa capacité de supprimer la 
tumorigenèse in-vivo. Les cellules NCI-H226 sont tumorigènes quand injectées dans des souris 
nudes. Dans cette étude, ce dernier model de souris  a été utilisé pour des injections de cellules 
NCI-H226 qui expriment, soit la forme sauvage de BAP1, soit la forme catalytiquement inactive  
C91S.  Les résultats montrent que seule, l’expression  de la forme sauvage de BAP1  inhibe la 
formation de tumeurs chez ces souris, suggérant que l'activité deubiquitinatase de BAP1 est 
nécessaires pour la suppression de tumeurs. 
ii) Le locus du gène de BAP1 au niveau du chromosome 3p21.3 est fréquemment déleté et 
remanié au niveau des cellules cancéreuses 55. 
iii)  BAP1 est muté d'une manière homozygote dans de nombreux cancers 52.  
iv)  Une perte d’hétérozygotie du gène BAP1 est observée dans de nombreux cancers 56.  
v)  BAP1 confère  un potentiel anti-métastatique. Des résultats récents suggèrent un rôle de 
BAP1 dans l'inhibition transcriptionnelle des voies qui activent la métastase des mélanomes de  
l'œil "Uveal melanoma". En effet, BAP1 a été trouvée mutée dans 84% de tumeurs métastatiques 
analysées. De plus, la déplétion de BAP1 par siRNA dans des cellules tumorales du mélanome 
de l’œil de grade I semble changer la signature transcriptionnelle des cellules vers le grade II, à 
potentiel métastatique. D'après les conclusions de cette étude, la perte de BAP1 serait donc 
impliquée, de manière causale, dans la métastase de ces mélanomes 52. 
vi)  L'ablation de BAP1 chez la souris entraîne la formation de tumeurs. En effet, BAP1 est 
requis pour la viabilité et le développement embryonnaire des souris. Cependant, la délétion de 
BAP1, après la naissance, induit la formation de cancers hématologiques 57. De plus, les souris 
hétérozygotes BAP1+/- sont plus susceptibles que les souris de type sauvage au développement 
du mésothéliome malin induit par les particules d’amiante 58. 
 
            Des études récentes montrent que la déplétion du suppresseur de tumeurs BAP1 par 
l'approche d’ARN interférent affecte négativement la prolifération cellulaire et non pas l’inverse 
59, 60, 61. Cela suggère que le dosage de BAP1 est important pour le contrôle de la prolifération 
cellulaire. Il semble donc que la suppression de tumeurs mediée par BAP1 dépend de son niveau 
d’expression dans la cellule qui doit être bien dosé. Par contre, une diminution de la prolifération 
cellulaire suite à la déplétion de ce suppresseur de tumeurs, peut suggérer également que ce 




récente de Qin et al,. a souligné ce point à travers ses travaux sur le facteur de transcription 
KLF5 62. Ce dernier est fortement exprimé dans le cancer du sein de type basal, et favorise la 
prolifération, la survie, la migration et la croissance tumorale du cancer du sein. Les résultats 
publiées par ce dernier groupe montrent que BAP1 deubiquitine KLF5 et ceci afin de le 
stabiliser. Ceci suggère que cette DUB peut exercer une activité oncogénique à travers KLF5. 
Ceci n’est pas surprenant, car il existe d’autres protéines dans le génome humain possédant une 
activité suppresseur de tumeurs et qui, peuvent aussi jouer un rôle d’oncogène comme, l’histone 
méthyltransférase EZH2 (enhancer of zeste homolog 2). En effet, EZH2, membre du complexe 
« polycomb repressive complex » 2 (PRC2), est associée à une répression de la transcription via 
la méthylation de l’histone H3 sur sa lysine 27. L’expression forte de EZH2 a été corrélée avec  
les cancers de la prostate métastatiques et non les cancers localisés 63 ainsi qu'une prolifération 
cellulaire accentuée. Le caractère de candidat oncogène d’EZH2 a été renforcé par la 
démonstration d’une surexpression de cette protéine dans d’autres cancers comme  le mélanome. 
Par contre, deux articles récents montrent que EZH2 pourrait se comporter, non comme un 
oncogène, mais comme un gène suppresseur de tumeurs dans des hémopathies myéloïdes 64. 
BAP1, faisant partie d’un autre complexe Polycomb, semble aussi agir comme oncogène ou 
suppresseur de tumeurs. 
 
d- Le complexe multi-protéique BAP1 
 
 Plusieurs études, incluant un travail de notre laboratoire, ont identifié les partenaires 
protéiques formant le complexe BAP1. Grâce à des expériences de purification par 
chromatographie d’affinité en tandem (TAP) et des analyses de spectrométrie de masse faites 
sur des cellules HeLa qui expriment Flag-HA BAP1, nous avons montré que BAP1 forme des 
complexes multi-protéiques 65, majoritairement constitués par des facteurs et des cofacteurs de 
transcription 65.  De plus, des expériences de filtration sur gel et de sédimentation sur des 
gradients de glycérol sur des extraits nucléaires des cellules HeLa ont montré que BAP1 forme 





Figure 6 : Le complexe BAP1 65. Des cellules HeLa ont été utilisées pour une purification par 
chromatographie d’affinité en tandem (TAP). D’abord les extraits nucléaires ont été utilisés pour 
une purification avec un anticorps anti-Flag suivi d’une élution avec le peptide Flag, puis une 
purification avec un anticorps anti-HA suivi d’une élution avec le peptide HA. Par la suite, les 
complexes purifiés ont été migrés sur un gel SDS-PAGE et les protéines ont été détectées avec 
une coloration à l’argent.  De nombreuses protéines ont été co-purifiées avec BAP1 et identifiées 
par spectrométrie de masse, suggérant la présence des complexes multi-protéiques. 
 
 Un lien fonctionnel entre BAP1, HCF-1 et YY1 a été ainsi élucidé en 2010 dans une 
étude publiée par notre laboratoire 65. La protéine HCF-1 (herpes simplex virus (HSV) Host Cell 
Factor 1) a été initialement décrite pour son rôle dans l’induction des gènes immédiats précoces 
(Immediate early genes, IE) du virus de l’herpès par son association avec la protéine VP16 66.  
HCF-1 est une protéine abondante, associée à la chromatine, et qui joue un rôle critique dans la 
prolifération cellulaire 67, 68. Son association avec des complexes de remodelage de la 
chromatine et plusieurs facteurs de transcription permettent la régulation d’un large spectre de  
gènes cibles, notamment les gènes IE.   
Sur le plan mécanistique, HCF-1, interagit avec ses partenaires, ayant un motif constitué 
de quatre résidus (D/EHXY) appelé le motif HBM (HCF-1 Binding Motif), via un domaine 
compris dans son extrémité N-terminale, nommé le domaine « Kelch ». Le motif HBM, qui 
contient une séquence consensus, [E/D]-H-X-Y, est présent dans différentes protéines virales et 




avec BAP1 au niveau de son motif HBM qui est situé au milieu de la protéine dans une région 
non structurée, et cette interaction régule la prolifération cellulaire 59, 60. 
 Le facteur de transcription Yin Yang 1 (YY1) est une protéine à doigt de zinc qui est 
aussi connu pour être une protéine du groupe Polycomb. YY1 possède une dualité fonctionnelle 
dans la régulation transcriptionnelle dépendamment de son interaction avec des coactivateurs 
ou des  corépresseurs au niveau des promoteurs de gènes spécifiques 70, 71. BAP1 interagit 
directement avec YY1 et HCF-1 formant ainsi un complexe ternaire. De plus, YY1 recrute 
BAP1 et HCF-1 sur les promoteurs de gènes spécifiques comme cox7c pour activer leur 
expression 65.  
 D'autres protéines associées à BAP1 ont été également identifiées suggérant une grande 
complexité dans la fonction et la régulation de cette DUB. En effet, les facteurs de transcription 
FOXK1 et FOXK2, dont des expériences actuelles par notre laboratoire suggèrent qu’ils forment 
deux complexes mutuellement exclusifs avec BAP1, sont capables de recruter ce dernier à 
l'ADN 72. Ceci pourra constituer un moyen de régulation de la fonction épigénétique de cette 
DUB envers H2AK119ub. On trouve aussi une autre famille de facteurs de transcriptions, 
nommés ETS, représentée par ELF1, ELF2 et ELF3 dans le complexe BAP1. Les membres de 
cette dernière sont surtout exprimés au niveau des cellules endothéliales et de manière moins 
importante dans les cellules épithéliales. Ces facteurs semblent réguler plusieurs voies de 
signalisation pour permettre l’expression de gènes spécifiques à ces types cellulaires 73,74. Ces 
observations suggèrent que le complexe BAP1, à travers ses partenaires, peut exécuter 
différentes fonctions dépendamment du type cellulaire. 
On trouve également dans le complexe BAP1, l'histone acétyltransférase HAT1, les protéines 
du groupe Polycomb ASXL1 et ASXL2 qui forment des complexes mutuellement exclusifs avec 
BAP1, la lysine déméthylase LSD2 (KDM1B) et l'enzyme conjugatrice de l'ubiquitine (E2) 
UBE2O. Cette dernière joue un rôle important dans l'ubiquitination du domaine CTD de BAP1 







Figure 7 : le complexe PR-DUB chez la drosophile et chez l’humain. Le complexe PR-DUB 
de la drosophile est principalement formé de dBAP1/Calypso et ASX. Le complexe BAP1 
humain est formé de nombreuses protéines dont ASXL1 et ASXL2 qui interagissent avec 
BAP1 de manière mutuellement exclusive. On trouve aussi les cofacteurs HCF-1, OGT, 
UBE2O et autres facteurs de transcription.   
 
 
De manière intéressante, la protéine Polycomb Calypso de la drosophile a été identifiée 
comme l'orthologue de BAP1. Calypso s'associe à ASX pour former le complexe PR-DUB qui 
déubiquitine l'histone H2AK118ub 75 permettant la dérépression des gènes Hox. Cependant, le 
nombre et la nature des protéines associées à BAP1 chez l’humain ajoutent une complexité 
importante dans la fonction et la régulation et cette DUB (Figure 7). 
 




  La compréhension des rôles biologiques des modifications covalentes des histones, y 
compris la monoubiquitination de l'histone H2A sur sa lysine 119 (H2AK119ub), et les 




transcription spécifiques demeure un sujet d’importance majeure.  En fait, H2A est le premier 
exemple d'une protéine ubiquitinée décrit dans la littérature 76. Environ 5-15% de l'histone H2A 
est monoubiquitinée dans des cellules  de mammifères 77 . Elle se présente majoritairement 
monoubiquitinée. Néanmoins, une petite portion de polyubiquitination de H2A a été également 
révélée 78.  L'ubiquitination de H2A est proposée comme ayant un rôle dans la spermatogenèse, 
la réponse au stress, la formation de l’hétérochromatine, ainsi que dans la régulation de la 
transcription et la réparation de l'ADN 79. La monoubiquitination de H2A sur la lysine 119 
(H2AK119ub) est enrichie dans la chromatine condensée et est liée à une répression 
d’expression des gènes médiée par les complexes Polycomb 80. En effet, la monoubiquitination 
de H2A inhibe l’initiation de la transcription et l’élongation de l’ARN polymérase II. H2A 
monoubiquitinée empêche l’éviction des dimères de H2A-H2B à partir des nucléosomes, 
inhibant également l’élongation 81, aussi cette modification est liée à l'inactivation du 
chromosome X 82.  
 
b- Régulateurs enzymatiques de H2AK119ub 
 
 Chez les mammifères, la protéine du groupe Polycomb RING1B, appartenant au 
complexe PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1), est la première ubiquitine ligase, contenant 
un domaine Ring (E3) identifiée responsable de la monoubiquitination de H2A sur la lysine 119 
chez les mammifères (H2AK119ub) ou la lysine 118 chez la drosophile (H2AK118ub) 83, 84. En 
effet, la perte de RING1B diminue de manière spectaculaire la monoubiquitination de H2AK119 
à l'échelle globale et aux promoteurs de gènes spécifiques 84, 85. Deux autres protéines contenant 
le domaine RING dans le même complexe PRC1, RING1A et BMI1, sont nécessaires pour 
stimuler fortement l'activité E3 ubiquitine ligase de RING1B 86.  
 Plusieurs études ont tenté d’identifier et caractériser des DUBs de H2AK119ub.  Zhu et 
al. ont identifié MYSM1 / KIAA1915 (appartenant à la famille JAMM/MPN + de 
métalloprotéase) dans un criblage pour les facteurs régulant l'expression des gènes contrôlés par 
les androgènes 87. Les auteurs soutiennent que MYSM1 est une DUB spécifique à H2AK119ub 
sur la base d'une baisse des niveaux de H2AK119ub après une surexpression de MYSM1 dans 




modification suite à la déplétion de MYSM1. Cependant ces résultats n’ont pas été validés dans 
d’autres études et le mécanisme de déubiquitination reste inconnu.  
 Deux membres de la famille USP ont été proposés comme étant des DUBs de 
H2AK119ub. Nicassio et al. ont isolé des fractions enrichies en chromatine afin de conduire une 
purification par affinité sur une résine d’ubiquitine-agarose 88. L'analyse par spectrométrie de 
masse a permis d’identifier USP3 et USP5/isopeptidase T comme étant responsable de cette 
déubiquitination. USP3 humaine présente des homologies avec Ubp8 de Saccharomyces 
cerevisiae, et cette dernière a déjà été reconnu pour favoriser la déubiquitination de H2B 89. La 
surexpression d’USP3 dans les cellules HeLa réduit les niveaux de H2AK119ub, alors que la 
déplétion d’USP3 produit l’effet inverse. Dans une autre étude, Joo et al. ont entrepris une 
purification de l'activité DUB de H2AK119ub, à partir d’extraits de cellules HeLa, en utilisant 
un test de déubiquitination au niveau des mononucléosomes 90. Une bande colorée à l'argent 
identifiée comme USP16/Ubp-M a été corrélée avec l'activité DUB suite à la procédure de 
purification impliquant six etapes de chromatographie sur colonne. Joo et al. ont également 
montré que la déplétion médiée par l'ARN interférant d’USP16 dans les cellules HeLa conduit 
à l'accumulation de H2AK119ub 90. La surexpression d’USP16 dans des cellules HEK293T 
induit la déubiquitination H2AK119ub 91. Cependant, ces études nécessitent d’autres évidences 
pour validation, et il sera pertinent de déterminer par la suite comment ces DUBs agissent sur 
H2A. 
 Un criblage d’ARN interférents ciblant toutes les DUBs du génome humain a été réalisé 
dans notre laboratoire et a montré que BAP1 est la DUB majeure qui cible H2AK119ub 75, 92.  
BAP1 effectue cette activité en formant avec ASXL1 ou ASXL2 le complexe PR-DUB humain 
qui élimine l'ubiquitine de H2AK119ub chez les mammifères 75. L’activité catalytique de BAP1 
sur H2AK119ub est considérée parmi ses fonctions les plus importantes en tant que suppresseur 
de tumeurs 92,93. Cependant, des évidences sur le lien direct entre la suppression de tumeurs 







c- Caractérisation du complexe BAP1-ASXL1/ASXL2 et son rôle régulateur de 
H2AK119ub 
 
La déubiquitinase et le suppresseur de tumeurs BAP1 catalyse l'élimination de 
l'ubiquitination de l'histone H2AK119ub via son association à ses partenaires, et coordonne ainsi 
l’expression de gènes. Cependant, le mécanisme moléculaire par lequel les partenaires de BAP1 
modulent sa fonction reste mal compris.  Dans une étude publiée par notre groupe 92, nous avons 
montré que BAP1 forme deux complexes mutuellement exclusifs avec les régulateurs 
transcriptionnels ASXL1 et ASXL2, qui sont nécessaires pour maintenir le niveau de protéines 
approprié de cette DUB dans la cellule. 
ASXL1 et ASXL2 utilisent leurs domaines ASXM pour interagir avec le domaine C-
terminal (CTD) de BAP1 et ces interactions sont nécessaires pour la liaison à l'ubiquitine et la 
déubiquitination de H2AK119ub. Ceci nécessite également des réarrangements 
intramoléculaires entre les domaines catalytiques et non catalytiques de BAP1 qui génèrent une 
interface composite de liaison à l’ubiquitine qu’on appelle CUBI (Composite Ubiquitin Binding 
Interface). De manière significative, nous avons trouvé une mutation de cancer de BAP1 qui 
touche le CTD, et inhibe son interaction avec ASXL1/2, ce qui inactive son activité DUB et par 
conséquent, dérégule la prolifération cellulaire. De plus, la perte de l'expression de BAP1 dans 
certains cancers entraîne une déstabilisation d’ASXL2 et donc une perte de sa fonction.  
En conclusion, notre travail met en évidence que l'inactivation de l'axe d’interaction 
BAP1/ASXL1/2 inhibe l’activité catalytique de cette DUB envers H2AK119ub, et contribue 
ainsi au développement du cancer. 
  
6-  Fonctions du complexe BAP1 
 
a- BAP1 et l’expression des gènes : 
 
Tenant compte du grand nombre de facteurs de transcription et de régulateurs de la 
fonction de la chromatine dans le complexe BAP1, il n’est pas surprenant que le complexe BAP1 
exerce un impact direct sur la transcription des gènes.  Dans notre laboratoire, il a été possible 




de BAP1 dans la régulation de l'expression génique a d'abord été mise en évidence par 
l'identification du complexe ternaire BAP1/HCF1/YY1 sur le promoteur du gène mitochondrial 
Cox7c 65. De plus, le traitement de la chromatine à la nucléase micrococcale (MNase) libère 
rapidement le complexe BAP1/HCF-1/YY1, ce qui suggère son association avec des régions 
activement transcrites. D’autre part, afin de définir le profil d’expression génique régulé par 
BAP1, une analyse de l’expression des ARNm par micropuces à ADN  en présence et en absence 
de BAP1 dans les cellules U2OS et HeLa  a été réalisée. Cette étude a révélé une dérégulation 
importante d'un nombre élevé de gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la réparation de 
l'ADN, l'apoptose et la prolifération cellulaire suite à la déplétion de BAP1 par RNAi  65. 
L’analyse par ChIP-seq des sites de liaison de BAP1 en utilisant des macrophages 
dérivés de la moelle osseuse a révélé que 65% des pics de séquençage reflétant l’abondance de 
BAP1 sont retrouvés dans les régions promotrices des gènes proches (+/- 2kb) du site 
d’initiation de la transcription57.  
D’autre part, le complexe BAP1 contient d’autres facteurs de transcription comme 
FOXK1 et FOXK2, NRF-1 et les facteurs de transcription de la famille ETS, Elf-1, Elf-2 et Elf-
3. Ces facteurs transcriptionnels possèdent des séquences spécifiques de liaison à l’ADN 
permettant ainsi un recrutement finement régulé du complexe BAP1 sur des régions 
particulières du génome. Les régulateurs transcriptionnels FOXK1 et FOXK2 (FOXK1/2) 
appartiennent à la famille ‘Forkhead box transcription factor’, contiennent un domaine de 
liaison à l'ADN également connu sous le nom ‘winged helix domain’ (WHD) ou domaine 
Forkhead. FOXK1/2 contiennent aussi un domaine phospho-thréonine connue sous le nom de 
domaine FHA. Ce domaine joue un rôle important dans les interactions protéines-protéines et 
la signalisation cellulaire. Fait important, la structure cristalline du domaine FHA, a une 
ressemblance frappante avec celle de l'histone H1 95. La capacité de H1 à lier la chromatine 
condensée suggère la forte possibilité que FOXK1/2 puissent avoir une activité de facteurs de 
transcription pionniers. Ces derniers ont la capacité d’interagir au niveau de la chromatine 
condensée, où les gènes sont réprimés afin d’ouvrir la chromatine et conduire à l’expression 
génique en favorisant le recrutement de la machinerie de transcription. Cette propriété 
potentielle, de facteur de transcription pionner, de FOXK1/2 pourrait probablement permettre 
le recrutement du complexe BAP1 à la chromatine condensée afin de déubiquitiner H2AK119ub 




BAP1 a été montré pour être recruté à la chromatine via son partenaire FOXK2, un événement 
qui semble réprimer les gènes cibles de FOXK2 96.  
Bien que les mécanismes ne soient pas bien connus, ces résultats suggèrent que les 
partenaires de BAP1 jouent des rôles critiques dans son recrutement à la chromatine pour assurer 
sa fonction enzymatique sur H2AK119ub, et également moduler l’expression des gènes ciblés 97. 
 
b- BAP1 et la réplication d’ADN : 
 
 La contribution de BAP1 dans le maintien de l'intégrité cellulaire n’est pas encore bien 
connue. Des évidences récentes ont suggéré que BAP1 pourrait être impliqué dans la 
progression de la fourche de réplication d'ADN. Grâce à l'utilisation de la technique « Isolation 
of Proteins on Nascent DNA (iPOND) » 98, une étude récente a montré que BAP1 interagit avec, 
déubiquitine et stabilise l’ATPase INO80 au niveau de la fourche de réplication. INO80 fait 
partie d’un complexe multi-protéique de remodelage de la chromatine qui régule la 
transcription, la réplication et la réparation de l'ADN ce qui permet de maintenir la stabilité 
génomique 99 100 101. Une colocalisation d'INO80 et BAP1 au niveau de la fourche de réplication 
de l'ADN semble promouvoir la progression de cette dernière de manière dépendante de 
l’activité ATPase. BAP1 semble stabiliser INO80 et permet son ancrage à la chromatine en 
interagissant avec H2AK119ub 102. BAP1 pourra donc être nécessaire au bon fonctionnement 
du complexe de la machinerie de réplication assurant ainsi une stabilité génomique. En effet, la 
composition exacte du complexe BAP1 au niveau de la fourche de réplication n’a pas été mise 
en évidence. De plus, il sera pertinent de déterminer l’identité du partenaire de BAP1 capable 
de réguler le recrutement de ce dernier au niveau de la fourche de réplication afin de stabiliser 
INO80. Également, des mutations de BAP1 ont été identifiées induisant une déstabilisation 
d'INO80 et une progression anormale de la fourche de réplication de l'ADN. Il serait important 
de déterminer si ces mutations peuvent affecter l’interaction de BAP1 avec quelques partenaires 
de son complexe. Les auteurs de cette dernière étude ont spéculé que des mutations de BAP1 
pourraient, via une déstabilisation de la fourche de réplication,  être à l’origine de l’apparition 
d’aberrations chromosomiques et ainsi le développement et la progression du cancer 102.  
En résumé, BAP1 semble jouer un rôle critique dans la progression harmonieuse du 




montrant que les cellules déficientes en BAP1 sont caractérisées par de nombreuses aberrations 
chromosomiques et une aneuploïdie 103, 93, soulignant à nouveau l'importance de l'activité de 
BAP1 dans le bon déroulement de la réplication d’ADN. 
 
c- BAP1 dans la réponse aux dommages à l'ADN : 
 
Un rôle de BAP1 dans la réponse aux dommages d’ADN (DDR) a récemment été 
identifié dans le contexte d'un stress génotoxique induit par les rayonnements ionisants 94. 
Également, des cellules cancéreuses portant des mutations inactivantes de BAP1 sont très 
sensibles aux dommages induits par les radiations ionisantes (IR) 94, 61. De même, en utilisant 
des lignées cellulaires de lymphome B de poulet, DT40, déficientes en BAP1, il a été observé 
que BAP1 est haplo-insuffisant 93. Les cellules BAP1+/- présentent une quantité non négligeable 
d'aberrations chromosomiques et sont très sensibles au rayonnement IR. 
 D’autres études ont indiqué que la déplétion de BAP1 dans des cellules du carcinome 
rénal ou le mésothéliome montre une dérégulation de l'expression des gènes liées au DDR 97, 65. 
D'autre part, des évidences récentes ont montré que BAP1 joue, de manière directe, au niveau 
du site de dommages. BAP1 favorise la recombinaison homologue (HR) en permettant le 
recrutement de BRCA1 et de RAD51 au niveau du site de dommages 93. De manière 
intéressante, BAP1 ne semble pas jouer un rôle important dans la recombinaison non homologue 
(NHEJ). D’autre part, il a été également révélé que BAP1, conjointement avec BRCA1 et 
RAD51, est progressivement recruté au site du dommage. Il est à noter que les extraits totaux 
de chromatine n'ont montré aucune fluctuation mesurable des niveaux globaux de H2AK119ub 
pendant la réparation des cassures double brin de l'ADN. En revanche, les expériences de 
précipitation de la chromatine (ChIP) ont indiqué que le recrutement de BAP1 est inversement 
proportionnel aux niveaux de H2AK119ub détectées dans des régions situées  à proximité ou 
loin du site de dommages 93. BAP1 est très probablement ciblé spécifiquement au niveau des 
sites endommagés pour permettre la déubiquitination locale de H2AK119ub afin de permettre 
la décondensation de la chromatine et favoriser le recrutement de la machinerie de réparation, 






d- Autres fonctions : 
 
Hormis son substrat principal, H2AK119ub, BAP1 a été reconnu pouvoir  déubiquitiner 
d'autres substrats tels que HCF-1 59, OGT, INO80 102, γ-tubulin 103, et BAP1 lui-même 51, 
indiquant que cette DUB peut exercer d'autres fonctions importantes. Par exemple, la 
localisation subcellulaire de BAP1 est coordonnée par UBE2O, une enzyme hybride 
conjugatrice/ligase (E2/E3). Cette ligase atypique ubiquitine le domaine C-terminal de BAP1 
au niveau de son signal de localisation nucléaire et favorise sa séquestration cytoplasmique 51. 
BAP1 permet de maintenir sa localisation nucléaire grâce à son activité d’autodéubiquitination. 
Dans le cytoplasme, il a été trouvé que BAP1 interagit avec le récepteur IP3R au niveau du 
réticulum endoplasmique afin de favoriser la signalisation Ca2+ et par conséquent l'apoptose en 



























(3) Complexe chez la 
drosophile* 
BAP1 - UCH (ubiquitin C-
terminal hydrolase 
domain) 
Calypso PR-DUB Complex 
ASXL1 - PHD (Plant 
homeodomain) 
ASX PR-DUB Complex 
ASXL2 - PHD (Plant 
homeodomain )  
ASX PR-DUB Complex 
 
HCF1 - Kelch domain HCF Ada2/Gcn5/Ada3 Transcription 
Activator Complex  
MLL1/2 Complex  
MLL3/4 Complex  
Set1C/COMPASS Complex 
ZC3H13 - Zinc fingers de 
type CCCH 
 
CG7358 Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 




proteins, and yeast 
DEAD (DEXD)-
like helicases)  
 
CG10254 Pas d’association identifiée à un 




PRDM10 - SET (Su(var)3-9, 
Enhancer-of-zeste 
and Trithorax) 
- Zinc fingers de 
type C2H2 
 
CG4707 Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 
OGT - TPR 
( Tetratricopeptide 
repeat) 
SXC Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 




- Pas d’orthologue chez la 
drosophile 
FOXK1 - Forkhead boxes 
 
FOXK Transcription Factor Complex  
 
FOXK2 - Forkhead boxes FOXK Transcription Factor Complex  
KDM1B - SWIRM (SWI3, 
RSC8 and MOIRA) 
- Zinc fingers de 
type CW 
 
CG6034 Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 





Bric a brac, also 
known as the POZ 
domain (POxvirus 






et autres …  
Pas d’association identifiée à un 




ELF1 - Ets (Erythroblast 
transformation 
specific)  
Eip74EF Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 
ELF2 - Ets (Erythroblast 
transformation 
specific)  
Eip74EF Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 
ELF3 - Ets (Erythroblast 
transformation 
specific)  
Eip74EF Pas d’association identifiée à un 
complexe chez la drosophile 
RNF1 - Ring finger  Sce PRC1 Complex 
Cohesin Comlex 
YY1 - Zinc fingers de 
type C2H2 
 
pho Ino80 Complex 
 
 
Tableau 1 : Tableau descriptif  de: (1)  la composition  du complexe multi-protéiques BAP1, 
(2) des domaines fonctionnels de chaque partenaire du complexe BAP1 et (3) de l’association 
de  leurs orthologues à des complexes chez la drosophile. 
*Les informations fournies dans ce tableau ont été récupérées à partir de  Yu et al.,65, et des 
bases de données telles que BioGRID3.4, DIOPT et UniProt. 
 
À noter : Seule l’interaction entre BAP1 et ASXL1-2 chez l’humain est conservée chez la 






































II- HYPOTHESE ET OBJECTIFS 
 
Les facteurs de remodelage et de modifications de la chromatine assurent une coordination 
exquise des processus cellulaires découlant de l'ADN comme la transcription, la réplication et 
la réparation. Néanmoins, les mécanismes qui orchestrent la fonction de la chromatine et les 
processus de dérégulation associés, contribuant au cancer, restent mal compris. La 
compréhension des mécanismes de régulation épigénétique est essentielle pour révéler les 
faiblesses des cellules tumorales, pouvant ainsi contribuer à un meilleur diagnostic du cancer, 
une stratification moléculaire des tumeurs ainsi qu’à l'établissement de nouvelles thérapies 
innovantes. 
Dans notre étude, on investigue les mécanismes moléculaires qui orchestrent la fonction 
et la régulation du suppresseur de tumeurs BAP1. BAP1 est localisé principalement dans le 
noyau où cette DUB interagit avec plusieurs protéines associées à la chromatine en assemblant 
de grands complexes multi-protéiques permettant ainsi son recrutement au niveau de la 
chromatine pour l’activation de l’expression de gènes cibles, notamment ceux impliqués dans 
la prolifération cellulaire. Ce qui est d’intérêt à notre présente étude est l’interaction de BAP1 
avec le facteur transcriptionnel ASXL2 qui est indispensable pour promouvoir l’activité 
catalytique de BAP1 et ainsi réguler la fonction de cette DUB en tant que suppresseur de 
tumeurs. Cependant, les mécanismes par lesquels des voies de signalisation coordonnent la 
fonction des complexes BAP1/ASXL1/2 restent très peu connus. Dans nos récents travaux de 
recherche, nous avons trouvé qu’ASXL2 est ubiquitinée.  
De ce fait nous avons émis l’hypothèse suivante : 
L’ubiquitination d’ASXL2 joue un rôle important dans la régulation de l'activité enzymatique 
de BAP1 et la fonction biologique du complexe suppresseur de tumeurs BAP1/ASXL2. 
Nous nous sommes fixés les objectifs suivants: 
1. Caractériser l'impact fonctionnel de l’ubiquitination d’ASXL2 sur l’activité enzymatique de 
BAP1 et la prolifération cellulaire. 













                                                                          Résultats et 








             (Les résultats montrés dans ce mémoire font partie d’un grand projet du laboratoire porté 
sur le complexe BAP1- ASXLs. 
J’ai effectué toutes les expériences illustrées dans les figures 9, 12 A, 13, 16 et 17. 






III- RESULTATS ET DISCUSSION 
 
1- ASXL2 est monoubiquitiné sur sa lysine K370 de manière dépendante de 
BAP1 
Des travaux précédents ont montré que le niveau protéique d’ASXL1 est régulé par 
ubiquitination au niveau de son domaine ASXM (ASXM1) 105. Les auteurs ont démontré que 
cette ubiquitination maintient un niveau protéique très faible d’ASXL1 dû à sa dégradation par 
le protéasome et cette modification n’est pas reversée par l’action de BAP1. D’autre part, notre 
équipe de recherche a déjà démontré que toute la quantité protéique d’ASXL2 est complexée à 
BAP1. De plus, il a été démontré que les niveaux protéiques d’ASXL2 sont étroitement régulés 
par BAP1. Néanmoins, le mécanisme de régulation des facteurs ASXLs par ubiquitination reste 
mal compris 92. De ce fait, nous avons entrepris des expériences d’immunoprécipitation pour 
évaluer le degré d’ubiquitination des protéines ASXLs.  
 
Figure 8 : ASXL2 est modifiée par ubiquitination, et sa co-expression avec BAP1 augmente son 
niveau d’ubiquitination. A : Immunoprécipitation dénaturante de Myc-ASXL2 exprimée en présence 
ou pas de Flag-BAP1 et HA-Ub dans des cellules HEK293T. B : Validation de la dépendance de la 
monoubiquitination d’ASXL2 de son partenaire BAP1 par la surexpression de Myc-ASXL2, en 
présence ou pas de Flag-BAP1 et GFP-Ub dans des cellules HEK293T. 
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Tout d'abord, nous avons co-transfecté un plasmide exprimant une forme étiquetée Myc 
d’ASXL1 ou ASXL2 dans des cellules HEK293T, avec et sans Flag-BAP1, et en présence ou 
en absence de HA-Ubiquitine (HA-Ub). Une immunoprécipitation en condition dénaturante 
d’ASXL1 et ASXL2 en utilisant l’anticorps dirigé contre Myc a été réalisé afin d’analyser leur 
état d’ubiquitination. L’analyse par immunobuvardage des protéines immunoprécipitées en 
utilisant un anticorps anti-HA révèle la présence de bandes bien distinctes à la taille d’ASXL1 
et ASXL2 lorsque celles-ci sont co-exprimées avec HA-Ub. Ce résultat suggère qu’ASXL1 et 
ASXL2 sont monoubiquitinées en présence de BAP1. Aussi, le signal détecté pour ASXL2 se 
trouve accentué en présence de BAP1 (Figure 8A). 
Pour valider davantage que cette monoubiquitination se réalise en présence de BAP1, 
nous avons surexprimé Myc-ASXL2 en présence et en absence de Flag-BAP1 en utilisant cette 
fois-ci une ubiquitine fusionnée à la GFP (GFP-Ub) permettant donc une ample séparation 
d’ASXL2 de sa forme monoubiquitinée. Dans ce cas, nous avons pu conclure qu’ASXL2 est 
monoubiquitinée avec la GFP-Ub et ceci d’une manière dépendante de BAP1. (Figure 8B). De 
plus, nous avons pu confirmer que BAP1 joue un rôle dans le maintien du niveau protéique 
d’ASXL2 92, vu que le niveau global de cette dernière augmente considérablement en présence 
de BAP1 (Figure 8B). 
          
                                                 
Figure 9 : La monoubiquitination d’ASXL2 est catalysée sur la lysine 370 de son domaine d’interaction 
avec BAP1, ASXM2. A : Expression de différentes délétions de domaines d’ASXL2 dans les cellules 
HEK293T en présence de Flag-BAP1 et de GFP-Ub afin d’identifier le domaine responsable de la 




































monoubiquitination d’ASXL2. B : Expression des mutants de lysine d’ASXM2 générés par mutagenèse 
dirigée. Les formes mutées d’ASXL2 sont co-exprimés dans les cellules HEK293T, en présence de Flag-
BAP1 et HA-Ub, afin d’identifier la lysine modifiée par la monoubiquitination. 
 
Afin de caractériser le rôle biologique de la monoubiquitination d’ASXL2, il était 
important d’identifier le site de modification. Pour ce faire, nous avons d’abord voulu identifier 
le domaine de ASXL2 impliqué dans cette modification. Ainsi, nous avons généré des mutants 
correspondant à des délétions d’ASXL2 manquant les domaines critiques, ASXN, ASXM 
(ASXM2 pour ASXL2) ou PHD. L’expression de ces mutants dans les cellules HEK293T, en 
présence de Flag-BAP1 et GFP-Ub, montre clairement que la monoubiquitination se fait 
exclusivement dans le domaine ASXM2. Ce résultat est intriguant car ASXM2 constitue le 
domaine requis pour l’interaction entre ASXL2 et BAP1 92 (Figure 9A). Il devient donc très 
intéressant de caractériser le mécanisme de régulation impliqué. De cet effet, nous avons 
d’abord muté des lysines en arginines au niveau du domaine ASXM2 et nous avons pu 
démontrer que cette modification se fait sur la lysine 370 (Figure 9B). Une observation 
intéressante est que la mutation de la lysine 370 engendre non seulement la perte de la 
monoubiquitination d’ASXL2, mais aussi un retard de migration de BAP1, suggérant une 
modification post-traductionnelle de ce dernier. En investiguant davantage par spectrométrie de 
masse, nous avons trouvé qu’il s’agit d’une monoubiquitination qui se produit sur la lysine 127 
de BAP1 au niveau de son domaine UCH, en présence d’ASXL2 mutée au niveau de la lysine 
370. 
 
1- La monoubiquitination d’ASXL2 sur la lysine 370 stabilise le complexe 
BAP1/ASXL2 
Nous avons précédemment démontré que la stabilité protéique d’ASXL2 est dépendante 
de BAP1. En effet, (i) la déplétion de BAP1 par siRNA déstabilise ASXL2, (ii) ASXL2 est 
déstabilisée dans deux types de cellules cancéreuses déplétées en BAP1 à savoir les cellules 
H28 de mésothéliome et H226 du cancer du poumon et (iii) par immunodéplétion, nous avons 
démontré que tout ASXL2 est complexé à BAP1. Tous ces résultats suggèrent qu’il est 
important de maintenir un complexe BAP1/ASXL2 stable dans les cellules. Nous avons donc 




de la stabilité de BAP1/ASXL2.  Pour répondre à cette question, nous avons utilisé des cellules 
U2OS exprimant de façon stable des formes exogènes de GFP-ASXM2 (forme sauvage, ou 
mutée K370R) et Flag-HA-BAP1 que nous avons traité soit par un inhibiteur du protéasome, 
MG132 ou un inhibiteur de synthèse protéique, cyclohexymide (CHX). L’utilisation de la CHX 
nous permet d’inhiber la synthèse de nouvelles protéines et de cette façon suivre la demi-vie des 
protéines d’intérêt. En parallèle, l’utilisation du MG132 nous permet de suivre la vitesse 
d’accumulation des protéines. Ces deux expériences nous ont renseignés sur l’effet de 
l’ubiquitination de la lysine 370 sur la stabilité du domaine ASXM2. 
  
                               
 
Figure 10 : Étude de la stabilité protéique d’ASXL2 monoubiquitinée Versus ASXL2 non ubiquitinée. 
Des cellules U2OS exprimant ASXM2 sauvage (WT) ou ASXM2 mutée (K370R) en présence de BAP1 
sont traitées soit  au cycloheximide (CHX) (A), soit au MG132 (B) puis collectées dans des laps  de 
temps bien déterminés pour une analyse par immunobuvardage. 
En effet, nous avons remarqué qu’à la suite du traitement des cellules par la CHX, la 
forme monoubiquitinée d’ASXM2 ainsi que ASXM2 K370R restent stables et ce jusqu’à 12 
0 21 4 8 12CHX (Heures) 0.5
YY1


















heures de traitement. Cependant, ASXM2 non modifiée présente une demi-vie très courte 
reflétée par sa dégradation presque totale après 1 heure de traitement (Figure 10A). D’autre part, 
nous avons observé qu’ASXM2 non modifiée s’accumule de manière très significative après 
traitement au MG132 (Figure 10B). Ces résultats nous amène à suggérer que la 
monoubiquitination de la lysine 370 initie une élongation de chaînes d’ubiquitines afin de 
promouvoir la dégradation d’ASXL2 par le protéasome. 
 Tenant compte de nos résultats présents et ceux précédemment décrits par notre groupe 
de recherche sur la stabilité protéique d’ASXL2 92, nous pouvons conclure que : (i) la lysine 370 
d’ASXL2 se fait monoubiquitinée en présence de BAP1 (ii) cette monoubiquitination est requise 
pour maintenir la stabilité du complexe BAP1/ASXL2 (iii) la monoubiquitination d’ASXL2 est 
le siège d’une extension de chaînes de polyubiquitines afin de promouvoir la dégradation 
d’ASXL2 non complexée à BAP1. Il sera donc intéressant dans des travaux ultérieurs de 
comprendre le mécanisme par lequel la monoubiquititination de ASXL2 sur la lysine 370 se 







Figure 11 : Représentation schématique expliquant les différents cas de figure possibles régulant la 




2- La monoubiquitination d’ASXL2 stimule l’activité catalytique de BAP1 





                                     
 
Figure 12 : Comparaison du pouvoir deubiquitinant de BAP1 envers H2AK119ub en présence de 
ASXL2 ou ASXL2 K370R. (A) Détection des niveaux de H2A monoubiquitinée sur la lysine 119 
(H2AK119ub) par immunofluorescence. (B) Essais de déubiquitination in vitro sur des nucléosomes. 
 
Puisque : (i) ASXM2 est requis pour induire l’activité catalytique de BAP1 92, et (ii) la 
monoubiquitination d’ASXL2 se produit au niveau de ce même domaine afin de stabiliser le 























sur l’activité DUB de BAP1. Pour ce faire, nous avons généré par infection virale des cellules 
U2OS exprimant de manière stable Myc-ASXL2 et Myc-ASXL2 K370R. Le recours à 
l’infection virale nous permet d’exprimer des niveaux protéiques proches de ceux des protéines 
endogènes. Nous avons par la suite analysé par immunofluorescence les niveaux de H2A 
monoubiquitinée sur la lysine 119 (H2AK119ub) dans ces cellules grâce à l’utilisation d’un 
anticorps spécifique (Figure 12A). Nous avons trouvé que la co-expression de BAP1 avec 
ASXL2, et non avec ASXL2 K370R, résulte en une diminution globale de H2AK119ub. Afin 
de renforcer nos résultats, nous avons, comme deuxième stratégie d’investigation, testé l’effet 
de la monoubiquitination d’ASXM2 sur l’activité DUB de BAP1 in vitro. En effet, le domaine 
ASXM2 est suffisant à lui seul pour stimuler l’activité catalytique de BAP1 in vitro et in vivo 
92. Nous avons donc purifié, à partir de cellules 293T, la forme monoubiquitinée et la forme 
non-ubiquitinée d’ASXM2, les deux en complexe avec BAP1. Des essais de déubiquitination 
in vitro ont été réalisés sur des nucléosomes natifs, ubiquitinés sur la lysine 119 de H2A,  purifiés 
à partir de cellules HEK293T (Figure 12B). Nous avons observé que la forme monoubiquitinée 
d’ASXM2 stimule de manière plus efficace la déubiquitination de H2A par BAP1, par rapport  
à ASXM2 non modifié.  
En conclusion, nos résultats suggèrent fortement que la monoubiquitination d’ASXL2 
stimule l’activité catalytique de BAP1 (Figure 12).  
L’inactivation de BAP1 associé à ASXM2 K370R, peut être expliquée par le fait que 
cette DUB devient modifiée en présence de la forme mutée d’ASXM2. La différence de 
migration de la bande observée sur BAP1 en présence d’ASXM2 K370R, suggère fortement 
une monoubiquitination de BAP1 (Figure 9B)  Ainsi, il est plausible d’émettre comme 
hypothèse que c’est la monoubiquitination au niveau de BAP1 qui inhibe son activité catalytique 
(Figure 9B). Afin de valider notre hypothèse, nous avons purifié BAP1 en présence d’ASXM2 
K370R et analysé par spectrométrie de masse la présence de sites d’ubiquitinations. Nous avons 
ainsi pu déterminer, conjointement avec des expériences de mutagenèse (dont les résultats ne 
sont pas présentés dans ce rapport) que BAP1 est monoubiquitiné en présence d’ASXM2 K370R 
sur son domaine catalytique UCH et précisément au niveau de la lysine 127.  Dans ce cas, on 
peut imaginer que la poche catalytique de BAP1 est bloquée par cette monoubiquitination et 
c’est pourquoi elle reste inactive envers son substrat H2AK119ub. Il est important de signaler 




protéomiques 106. Ainsi cette modification se fait dans un contexte cellulaire normal en absence 
de l’expression d’ASXM2 K370R. Nous pouvons donc penser que la monoubiquitination de 
BAP1 et ASXL2 sur la K127 et la K370 respectivement est un mécanisme de régulation de la 
fonction suppresseur de tumeurs de BAP1 surtout que ces deux lysines sont conservées chez la 
drosophile. En effet, le déplacement de la monoubiquitination entre BAP1 et ASXL2 peut être 
perçu comme un processus de contrôle de qualité afin d’empêcher une activité excessive de 
BAP1 dans la cellule. 
 
3- La monoubiquitination d’ASXL2 est importante pour la prolifération 
cellulaire 










Figure 13 : Étude de la prolifération des cellules exprimant la forme sauvage ou la forme mutée (K370R) 
d’ASXL2 A : Photos microscopie en contraste de phase des différents types cellulaires exprimant, par 
transduction virale, les deux formes d’ASXL2. B : Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux 
(FACS), en mesurant la quantité d’ADN marqué à l’iodure de propidium, des cellules U2OS exprimant 
les deux formes d’ASXL2. Ces mêmes cellules ont été utilisées pour un essai de formation de colonies 
(CFA), qui consiste à ensemencer dans des plaques un nombre fixe de cellules pour chaque 
condition et les laisser pousser pendant 10 jours. Les colonies survivantes seront ensuite 
colorées avec 0.2 % de cristal (Voir photos à droite). 
 
 
Vu l’importance de la monoubiquitination d’ASXL2 dans la coordination de l’activité 
catalytique de BAP1, nous avons voulu investiguer sa fonction biologique. Étant donné que le 
complexe BAP1/ASXL2 régule la prolifération cellulaire 92, nous avons étudié l’impact de la 
monoubiquitination d’ASXL2 dans ce processus. Nous avons exprimé ASXL2 et ASXL2 
K370R dans plusieurs types cellulaires tels que, les fibroblastes humains primaires (FL1, 
IMR90), des cellules cancéreuses d’ostéosarcome (U2OS) et des cellules pré-adipocytes de 
souris (3T3L1). En effet, nous avons observé que l’expression de la forme mutée d’ASXL2 
(K370R) perturbe la prolifération normale de toutes les cellules utilisées (Figure 13A). Ces 
résultats ont été confirmés par des analyses de cytométrie en flux. En effet, les cellules ont été 
traitées pendant 12 heures par le nocodazole, un inhibiteur de polymérisation des microtubules, 































nous a permis de bien visualiser la progression des cellules de la phase G1 à la phase M. La 
majorité des cellules qui expriment la forme sauvage monoubiquitinée d’ASXL2 (80%) ont 
progressé normalement vers la phase M du cycle cellulaire. En revanche, une proportion 
significative des cellules exprimant ASXL2 K370R, ont été retardée dans le cycle cellulaire et 
seulement 58% des cellules ont atteint la phase M (Figure 13B). Ceci est également observé par 
les expériences de formation de colonies (CFA) représentées par les images au niveau de la 
figure 13B.     
Nos données suggèrent fortement alors que la monoubiquitination d’ASXL2 sur la lysine 




4- La monoubiquitination d’ASXL2 est régulée par UBE2E3 et PSMD14 
 
 Ayant déterminé l'importance fonctionnelle de la monoubiquitination d’ASXL2, nous 
avons voulu identifier les régulateurs enzymatiques de cette modification. En effet, connaitre 
les acteurs clefs régulant cette modification nous permettra de mieux comprendre sa fonction 
biologique ainsi que le mécanisme moléculaire impliqué. 
 Premièrement, afin d'identifier la déubiquitinase potentielle qui catalyse l’enlèvement de 
l'ubiquitination (monoubiquitination et polyubiquitination) d'ASXL2 sur la lysine 370, nous 
avons fait un criblage avec les ARN interférents de toutes les deubiquitinases du génome humain 
sur des cellules U2OS exprimant Flag-HA-BAP1 et GFP-ASXM2 (Figure 14A). De manière 
intéressante, suite à la déplétion des déubiquitinases associées au protéasome, PSMD14 et 
PSMD7, on a observé l'apparition de plusieurs bandes d’ASXM2, suggérant la formation de 
chaînes de polyubiquitine (Figure 14A). Afin de confirmer que la formation de chaînes 
polyubiquitine se fait sur la lysine 370 d’ASXL2, une conclusion anticipée suite aux résultats 
de traitements par CHX et MG132 (figure 10), nous avons déplété PSMD14 dans des cellules 
qui expriment stablement la forme mutée GFP-ASXM2 K370R en présence de Flag-HA-BAP1 




chaînes de polyubiquitine sur ASXM2 mutée, ce qui valide davantage nos résultats indiquant 
que la lysine 370 d’ASXL2 représente le même site pour la mono- et la polyubiquitination.  









Figure 14 : identification de la déubiquitinase PSMD14 responsable de la deubiquitination d’ASXL2. A : 
Criblage par des ARN interférents (siRNA) de toutes les deubiquitinases du génome humain sur des U2OS 
exprimant de manière stable GFP-ASXM2 en présence de Flag-HA-BAP1. B : Déplétion de PSMD14 par 
siRNA dans des cellules exprimant GFP-ASXM2 ou GFP-ASXM2 K370R en présence de BAP1. 
 
 Dans un deuxième lieu, nous avons voulu identifier les enzymes qui participent à  l’ajout 
de l’ubiquitine sur la lysine 370 à savoir la E2 et la E3. Nous avons utilisé deux approches 
complémentaires: un criblage aux ARN interférents ciblant toutes les E2s du génome humain 
suivit d’un essai d’ubiquitination in vitro.  
Du fait que le nombre des E2s dans le génome humain est faible (~40 enzymes), il a été 
plus facile de cibler d’abord les E2s. En effet, nous avons résonné que connaître la E2 
pourrait nous aider à mieux cerner les E3s impliquées dans la monoubiquitination et l’extension 
des chaînes de polyubiquitines. Ainsi, le criblage des siRNA des E2s  a été fait sur les cellules 
U2OS exprimant GFP-ASXM2 et Flag-HA-BAP1. L’analyse de l’effet de la déplétion des E2s 
sur la monoubiquitination d’ASXM2 a été réalisée par immunobuvardage. De ce fait, nous 
avons identifié plusieurs E2s dont la déplétion déstabilise les niveaux protéiques d’ASXM2. De 
manière remarquable, nous avons observé une stabilisation d’ASXM2 uniquement suite à la 
déplétion d’UBE2E3. UBE2E3 appartient à la famille UBE2E qui comprend aussi UBE2E1 et 
UBE2E2. Ce résultat est très intéressant du fait qu’il a été déjà démontré que les enzymes 
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Afin de valider que les UBE2Es jouent le rôle de E2/E3 dans la catalyse de la 
monoubiquitination de ASXM2, des essais in vitro d’ubiquitination ont été réalisés en présence 
des UBE2Es et différentes E2s. Étant donné que BAP1 promouvoit la monoubiquitination de 
ASXM2, un complexe His-BAP1/MBP-ASXM2 a été purifié à partir des bactéries et mis en 
présence de 32 E2s recombinantes, de la E1, de l’ubiquitine et de l’ATP. On a ainsi révélé que 
c’est uniquement la UBE2E1 et UBE2E3 qui catalysent directement la monoubiquitination 
d’ASXM2.    
En résumé, nos résultats de perte de fonction des différentes E2s et des essais 
d’ubiquitination in vitro, démontrent que la famille des UBE2Es joue dans le maintien de la 


















       
     
Figure 15 : Identification de l’enzyme de conjugaison (E2) qui catalyse la monoubiquitination de la 
lysine 370 de ASXL2 par un criblage aux ARN interférents (siRNA) de toutes les E2 du génome humain 
(A) par un essai d’ubiquitination in vitro (B).   
 
 Afin d'étudier le rôle des E2s dans la régulation de la fonction d'ASXL2 in vivo, nous 
avons choisi d’utiliser une approche CRISPR/Cas9 afin de dépléter de manière stable UBE2-
E1/-E2/-E3 dans les cellules U2OS. Nos résultats précédents montrent que l’expression 
d’ASXL2 K370R dans ces cellules affecte grandement leur prolifération. Ainsi, l’hypothèse 
serait que l’inhibition d’expression des E2s devra diminuer les niveaux d’ubiquitination 
d'ASXL2 et donc récapituler le phénotype observé avec le mutant K370R. De manière 
surprenante, la déplétion d’UBE2E1 ou UBE2E2 ne change pas de manière dramatique la 
prolifération cellulaire. En revanche, la déplétion d’UBE2E3 réduit grandement la prolifération 
telle que déterminée par une diminution du nombre de cellules (photos en contraste de phase) 
ainsi qu’une perturbation importante de la transition G1-S. Ces résultats suggèrent un rôle 


















                              
 
 
             (*: UBCHL5) 
 
Figure 16 : La déplétion d’UBE2E3 par CRISPR/Cas9 retarde la prolifération cellulaire. Les 
cellules U2OS ont été infectées par des lentivirus correspondants aux différents E2, après 
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5- La monoubiquitination d’ASXL2 est perturbée en présence de mutants de 
cancer de BAP1 : 
 
                                                              
 
 
Figure 17 : Des mutations de cancer de BAP1 inhibent la monoubiquitination de son partenaire 













BAP1 est la déubiquitinase la plus fréquemment mutée dans les cancers. De ce fait, nous 
nous sommes intéressés à étudier l’effet des mutations de BAP1 sur la monoubiquitination 
d’ASXM2. Ceci pourrait nous renseigner davantage sur le rôle de la monoubiquitination 
d’ASXM2 la suppression de tumeurs par BAP1.  Afin de tester cette hypothèse, nous avons 
choisi dans les bases de données telles que, ‘Cosmic database’ des mutations touchant les 
domaines catalytiques (UCH) et non catalytiques (CC1, CC2, CTD) de BAP1.  Par la suite, nous 
avons exprimé, par transfection transitoire, certains mutants de BAP1 en présence d’ASXM2 
dans les cellules HEK293T. De façon remarquable, nous avons trouvé deux mutants qui sont 
grandement défectueux dans leur abilité de stimuler la monoubiquitination d'ASXM2. Il s’agit 
de la délétion 670-676 et l'insertion 674-675N dans le domaine C-terminal de BAP1. En effet, 
ces deux mutants sont trouvés dans le mélanome suggérant l'importance de la 
monoubiquitination d'ASXL2 dans la suppression tumorale associée à ce cancer.  
 D'autre part, nous avons remarqué que l’expression de ces mutants dans les HEK293T 
engendre non seulement l’absence de la monoubiquitination d'ASXM2, mais aussi l’apparition 
de la monoubiquitination de BAP1 (Figure 11). Ce cas de figure est similaire à la co-expression 
de BAP1 avec ASXM2 K370R. En effet, nous avons trouvé aussi que ces deux mutants sont 
catalytiquement inactifs sur H2AK119ub (Figure 17B). De plus, d'autres essaies fonctionnels 
sont en cours de réalisation afin de mieux caractériser ces deux mutants dans le cancer. 
 En conclusion, on peut penser que la perte de la monoubiquitination d’ASXL2 est la 


































   
VI-   DISCUSSION GÉNÉRALE 
 
Un rôle central de l'ubiquitination du domaine ASXM2 dans la coordination de l'activité 
DUB du complexe BAP1/ASXL2 et dans la prolifération cellulaire: 
 
 Les DUBs doivent être finement régulées afin de maintenir la reconnaissance spécifique 
des substrats. BAP1, une DUB de la famille UCH, est un suppresseur de tumeurs majeur dont 
les mécanismes de fonction et de régulation ne sont pas bien définis. BAP1 interagit avec de 
nombreux facteurs et co-facteurs de transcription qui jouent des rôles importants dans le 
recrutement de cette DUB à la chromatine et la régulation de sa fonction enzymatique. Parmi 
ces co-facteurs, on trouve les protéines ASXL1 et ASXL2,  qui selon leur fonction biologique 
se retrouvent entre les protéines  du groupe Polycomb et Thritorax. Les ASXLs sont des 
cofacteurs obligatoires du complexe nucléaire BAP1, qui utilisent le domaine ASXM pour 
interagir et stimuler l'activité enzymatique de cette DUB 92.  
 Dans cette étude, nous avons élucidé un nouveau mécanisme de régulation de la fonction 
suppresseur de tumeurs de BAP1. Il s’agit d’une coopération fonctionnelle entre BAP1 et 
ASXL2 impliquant le maintien d’une monoubiquitination constitutive, dépendante de BAP1, 
sur la lysine 370 du domaine ASXM2 d'ASXL2. Nous avons montré que cette 
monoubiquitination d'ASXL2 régule l'activité catalytique et la fonction de régulation de la 
prolifération cellulaire de BAP1. En effet, nos résultats dans des cellules humaines indiquent 
que la monoubiquitination d’ASXL2 promouvait l'activité DUB de BAP1, un effet contraire à 
celui observé avec ASXL2 K370R. Ceci a été démontré par deux approches différentes: (i) 
l'expression du complexe BAP1/ASXL2 ou BAP1/ASXL2 K370R suivi d'une détection par 
immunofluorescence des niveaux de H2AK119ub endogène et (ii) la purification du complexe 
BAP1/ASXM2 (monoubiquitiné) ou BAP1/ASXM2 K370R suivi d'un essai de déubiquitination 
sur des nucléosomes natifs purifiés. Cependant, afin de valider davantage ces résultats, il sera 
intéressant d’effectuer des expériences qui nous permettront de reverser l’effet  par une forme 




Cela pourra se faire par l'expression de formes ASXL2 résistantes au siRNA et contenant ou 
non une mutation de la lysine 370. Alternativement, l'approche CRISPR/Cas9 pourra être 
utilisée pour introduire la mutation de la lysine 370 d’ASXL2.  
 Il est important de mentionner, qu’une partie de ce projet a été réalisé chez la drosophile. 
En effet, nous avons voulu investiguer si le mécanisme de régulation du complexe 
BAP1/ASXL2 par monoubiquitination est conservé chez la drosophile. De même, nous avons 
retrouvé (résultats non montrés) que ASX est monoubiquitiné de façon dépendante de Calypso 
et que cette monoubiquitination coordonne également l’activité DUB du complexe 
Calypso/ASX. Nous avons observé que la forme mutée d'ASX K325R (mutation de la lysine 
correspondante de la K370 chez ASXL2) exerce un effet de dominant négatif entraînant des 
niveaux élevés de H2AK119ub. Ainsi, nos résultats soulignent un aspect unique de régulation 
de l’activité catalytique de BAP1. Un mécanisme qui semble être conservé à travers les espèces 
afin de coordonner la fonction suppresseur de tumeurs de cette DUB. À notre connaissance, 
cette découverte constitue le premier exemple d'une régulation fonctionnelle d’une DUB par 
son cofacteur. 
 Le complexe multi-protéique BAP1, intègre plusieurs réactions enzymatiques pour une 
coordination appropriée de la fonction suppresseur de tumeurs de BAP1 et ce grâce à la présence 
de différents partenaires. En effet, on y retrouve l’ubiquitination (UBE2O), l’acétylation 
(HAT1), la déméthylation (LSD2) et l’O-GlcNAcylation (OGT). Plus particulièrement nous 
avons décrit un nouveau mécanisme via la monoubiquitination du domaine ASXM de ASXLs 
qui pourrait induire des changements conformationnels dans le complexe, afin d'accroître 
l'affinité de BAP1 pour ces substrats incluant H2AK119ub. Ce mécanisme pourrait aussi 
coordonner la fonction d'autodéubiquitination de BAP1 qui régule sa localisation nucléaire. En 
effet, l'ubiquitination de BAP1 par UBE2O sur son NLS permet d’exclure BAP1du noyau 51. Il 
sera donc très intéressant de déterminer l'impact de la monoubiquitination d'ASXL2 sur l'activité 
autodéubiquitinase de BAP1 en incubant le complexe ASXM2/BAP1 (monoubiquitiné) et 
ASXM2/BAP1 K370R avec UBE2O dans des réactions d'ubiquitination et de déubiquitination 
in vitro.   
  La monoubiquitination d'ASXL2 pourrait aussi moduler le recrutement du complexe à 
la chromatine spécifiquement au niveau des nucléosomes portant la marque d’histone 




transcriptionnels (YY1, HCF-1, FOXK1, FOXK2, ZNF131, NRF1, ASXL1 et ASXL2) qui 
peuvent chacun, selon la reconnaissance de séquences spécifiques au niveau de l’ADN, recruter 
le complexe BAP1 sur des régions régulatrices différentes au niveau de la chromatine.  Le 
domaine PHD d'ASXL2 pourrait contribuer à ce recrutement étant donné que les domaines PHD 
reconnaissent des résidus modifiés d'histones. Une étude récente a montré que le domaine PHD 
d'ASXL2 reconnait la diméthylation de l’histone H3 sur sa lysine 4 (H3K4me2) 108. De plus, 
BAP1 est majoritairement associé à HCF-1, son partenaire majeur. HCF-1 interagit à travers le 
domaine HBM avec plusieurs complexes de régulation de la chromatine. Ainsi, BAP1 pourrait 
former des complexes transcriptionnels distincts en s’intégrant avec HCF-1/OGT/TET2, HCF-
1/OGT/MLL5, HCF-1/MOF, HCF-1/LSD1, HCF-1/SETD1. De ce fait, une fonction dynamique 
dans la régulation des gènes cible du complexe BAP1 et divers processus cellulaires, est assistée 
par une collaboration entre la mise en place et la lecture de plusieurs modifications 
postraductionnelles au niveau de la chromatine. 
          L’activité DUB de BAP1 est nécessaire pour une prolifération harmonieuse des cellules, 
et des défauts dans sa fonction entraînent un retard du cycle cellulaire et une sénescence précoce 
109. Ces effets sont également reflétés par l'expression d’ASXL2 K370R, indiquant l'importance 
de cette modification dans la coordination de l'activité catalytique de BAP1 pour le contrôle de 
la progression du cycle cellulaire. Nous avons observé que la monoubiquitination d'ASXM2 est 
constitutive, elle se fait dans toutes les phases du cycle cellulaire dans les cellules humaines 
(résultat non montré). De plus, BAP1 est associé à HCF-1 et YY1, deux régulateurs des gènes 
cibles d’E2F, des gènes mitochondriaux et des enzymes de régulation du métabolisme 110. Ainsi, 
il sera donc intéressant de déterminer l'impact de la monoubiquitination d'ASXL2 sur 
l'expression des gènes cibles d’E2Fs et la régulation de nombreux autres gènes impliqués dans 




Rôle de l’enzyme de conjugaison UBE2E3 et de la deubiquitinase PSMD14 dans la 





 Une autre observation importante que nous avons faite, est que la monoubiquitination 
d'ASXL2 est catalysée directement par l’enzyme de conjugaison (E2), UBE2E3, sans 
l'implication d'une E3 ligase. En effet, il a été observé récemment que les enzymes de la famille 
UBE2E peuvent catalyser la monoubiquitination du régulateur transcriptionnel SETDB1 
stimulant son activité enzymatique et ceci en l'absence d’une E3 ligase 107.  
 Nous avons trouvé que les niveaux protéiques de la forme monoubiquitinée d'ASXM2 
sont très stables suite à un traitement au cycloheximide tandis que la forme non modifiée est 
presque toute dégradée après environ une heure de traitement. De manière frappante, la mutation 
de la lysine 370 entraîne une augmentation des taux de protéines d'ASXM2 ou ASXL2. En effet, 
nous avons démontré que la même lysine d'ASXL2 (K370) est utilisée pour assurer une 
monoubiquitination qui stabilise le complexe, et également pour induire la polyubiquitination 
et la protéolyse. Ces résultats sont corroborés par nos expériences sur l'effet des DUBs sur 
ASXM2.  L'inhibition de la DUB associé au protéasome PSMD14, ou de son cofacteur PSMD7, 
entraîne l'apparition de multiples bandes d'ASXM2 pouvant correspondre à une 
polyubiquitination. De plus, l'expression du mutant d’ASXM2 (K370R), tout en déplétant 
PSMD14, nous a permis de conclure qu'il s’agit bien d'une extension de chaînes sur ce résidu. 
De plus, nous avons trouvé que l'enzyme UBE2E3 qui déclenche la monoubiquitination 
d'ASXL2 sur K370, conduit à la stabilisation ou la protéolyse de ce facteur. Le degré 
d'association de BAP1 avec ASXL2 semble jouer un rôle important dans le choix de destiné de 
ce dernier. BAP1 pourrait limiter la modification d’ASXL2 à la monoubiquitination en le 
protégeant contre une extension de chaînes d’ubiquitine. Le mécanisme par lequel ASXL2 
complexée à BAP1 est maintenue protégée contre la polyubiquitination reste à définir. Par 
exemple, il sera intéressant de déterminer si l’activité catalytique de BAP1 est requise pour 
prévenir la formation de chaînes sur ASXL2.  
 Conformément à nos données indiquant que les enzymes UBE2E catalysent la 
monoubiquitination d'ASXL2, ces enzymes possèdent une extrémité  N-terminale distincte qui 
bloque l'assemblage de chaînes d'ubiquitines sur les substrats 9. Cependant, il est aussi connu 
que les enzymes UBE2E peuvent s'associer à un large éventail de ligases (E3) typiques pour 
favoriser l'extension de chaînes d'ubiquitine et par conséquent, la dégradation. Il est aussi 
possible que le complexe ASXL2/BAP1 soit ciblé par d'autres E2 et E3 ligases qui induisent la 




 Sur un plan fonctionnel, la signalisation impliquant la mono- et poly-ubiquitination 
pourraient constituer un mécanisme de contrôle de qualité important pour une régulation fine 
des niveaux protéiques d'ASXL2 et l'activité DUB de BAP1. De ce fait, il est possible que 
l’excès de protéines ASXL2 puisse être rapidement monoubiquitiné par les E2 s de la famille 
des UBE2Es. Cela pourrait servir d'amorce par la suite pour l'action d'une E3 ligase induisant la 
dégradation d'ASXL2 afin d'éviter les effets indésirables de la forme libre non associé à BAP1. 
D’autre part, la décision de basculer entre la monoubiquitination et la polyubiquitination 
pourrait constituer un mécanisme de régulation qui pourra être utilisé pour la dégradation 
d'ASXL2, en temps voulu, afin de permettre à BAP1 de s’associer à d'autres complexes et 
réguler la transcription suite à une stimulation particulière. Il sera donc intéressant d'identifier 
des contextes cellulaires pouvant permettre d'observer une dégradation d'ASXL2 en réponse à 
un stimulus externe. 
 
La monoubiquitination d'ASXL2 K370 est perturbée dans des cancers de BAP1 : 
 
 Vu l’importance de la monoubiquitination d'ASXL2 pour la fonction de BAP1, nous 
avons investigué si elle est perturbée dans des cancers associés à BAP1. Fait intéressant, nous 
avons trouvé des mutations au niveau du domaine CC2 de BAP1 qui inhibent la 
monoubiquitination d'ASXL2 et par conséquent, son activité catalytique sur H2AK119ub. Il 
sera important de comprendre comment ces mutations du domaine CC2 inhibent la 
monoubiquitination d’ASXL2. Il est probable que ces mutations induisent un changement 
conformationnel du complexe défavorable pour la bonne fixation d’UBE2E3. Il est aussi 
possible que ces mutations inhibent l’interaction entre ASXL2 et BAP1 empêchant donc le 
maintien de la stabilité de la forme monoubiquitinée d'ASXL2.  
 
Les voies de signalisations liées au mécanisme de régulation de BAP1 par ubiquitination 
d’ASXL2 : 
 
 Une autre question importante, est de savoir quelles sont les voies de signalisation qui 




dégradation. En effet, des sites de phosphorylation sur BAP1 ou ASXL2 ont été déjà reportés 
dans la littérature 111 . Il est donc possible que des kinases particulières, répondant à certains 
stimuli,  puissent réguler ASXL2 et permettre sa stabilisation ou le recrutement d’une E3 ligase 
déclenchant sa dégradation.  Des voies de signalisation impliquant des kinases peuvent 
fonctionner en concert avec l'ubiquitination pour réguler l'activité et la fonction suppressive de 


















































 Les cellules embryonnaires de rein humain transformées (HEK293T), les cellules 
d’ostéosarcome humain (U2OS), les cellules fibroblastes primaires humaines de la peau (LF1), 
les cellules fibroblastes primaires humaines du poumon (IMR90) et les préadipocytes de souris 
(3T3L1) sont maintenues en culture dans le milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) supplémenté par 5 ou 10 % de sérum fœtal bovin (FBS), 1 % de L-glutamine et 1 % 
de pénicilline / streptomycine à 37°C, 5 % de CO2. 
 
Plasmides et constructions 
 
 Les constructions pENTR D-Topo ASXL2ΔASXN, ASXL2ΔASXM2 et pENTR ASXL2ΔPHD 
ont été générées par PCR en utilisant pDEST-Myc-ASXL2 en tant qu'ADNc puis réintégrées 
dans pENTR D-Topo ASXL2 par sous clonage. 
 Les constructions ASXM2 (K289R, K340R, K365R, K370R, K390R, K391R) ont été 
générées par mutagenèse dirigée sur la construction pENTR D-Topo ASXM2 en utilisant 
l’ADN polymérase Q5. pENTR ASXL2 K370R a également été généré par mutagenèse dirigée 
sur la construction pENTR D-Topo ASXL2 en utilisant l’ADN polymérase Q5. 
 Les mutants de cancer de BAP1, BAP1 E631Q, BAP1 V604M, BAP1 R237C, BAP1 
D225H ont été générés par mutagenèse dirigée en utilisant pDEST-Flag-BAP1. Les mutants de 
cancer de BAP1, BAP1ΔR666-H669, BAP1Del670-676 et BAP1Ins674-675N ont été généré par synthèse 
de gènes (BioBasic Inc) puis reclonés dans pENTR D-Topo BAP1.     
 Les constructions pENTR ASXM2, pENTR ASXM2 K370R, pENTR ASXL2, pENTR 
ASXL2 K370R, ainsi que PENTR BAP1, ont été introduits par recombinaison à la LR clonase 
dans un vecteur d'expression pLenti-CMV lentiviral résistant à la puromycine (Addgene # 




3T3L1. Ces constructions ont été aussi recombinées dans pDEST-Myc ou pDEST-Flag pour 
réaliser des transfections transitoires dans les cellules HEK293T. 
 
Transfection transitoire des cellules: 
 
 Les cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs d'expression en utilisant du 
polyéthylénimine (PEI). Trois jours après la transfection, les cellules ont été récoltées pour 
immunobuvardage ou immunoprécipitation. 
 Les cellules U2OS ont été transfectées à l'aide de la Lipofectamine RNAimax (Life 
technologies) avec 200 pmol des ARN interférents ‘siRNA’. Les oligos pour le siRNA contrôle 
(ON-TARGET ou NON- TARGET) proviennent de Dharmacon. Les siRNAs provenant de 
Sigma-Aldrich ciblent toutes les enzymes conjugatrices E2 (42 E2s) et les deubiquitinases (102 
DUBs) du génome humain.  Les siRNA ont été conçues pour cibler des régions différentes du 
mRNA de chaque E2 ou DUB (des mélanges de deux oligos siRNA ont été utilisés pour les 
DUBs et trois oligos pour les E2s). Les cellules U2OS co-exprimant de manière stable pOZ-
Flag-HA-BAP1 et pLenti-CMV-GFP-ASXM2 ont été transfectées individuellement deux fois 
dans les 24 heures avec les siRNAs individuelles ciblant les E2s ou DUBs. Les cellules ont été 
transfectées. Quatre jours après la transfection, les cellules ont été récoltées pour 
immunobuvardage. L'analyse densitométrique des bandes de protéines a été effectuée et les 
valeurs obtenues ont été utilisées pour calculer des valeurs relatives aux variations de niveaux 
protéiques des protéines analysées (ASXM2, ASXM2 ubiquitinée et BAP1) à l'aide du logiciel 
ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 
 
Infection virale des cellules 
 
 Les cellules HEK293T (5 x 106) ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri de 10 cm, 
incubées 24 heures, puis transfectées de manière transitoire en utilisant le polyethylenimine 
(PEI). Ainsi, 12 μg de constructions pLenti-CMV (permettant l'expression de BAP1 ou ASXL2) 
et 6 μg de chacune des constructions d'empaquetage des particules virales, PAX2 et PMD2-G 




la transfection. Trois lots de milieux viraux ont été collectés après 48 heures, 60 et 72 heures 
suite à la transfection. Ils ont ensuite été filtrés à 0.45 μm puis complétés avec 8 μg/ml de 
polybrène et 10% de FBS pour finalement être ajouté sur des cellules deux fois sur une période 
de 48 heures. 
 
 Les cellules U2OS, LF1, IMR90 ou 3T3L1 ont été infectées avec les particules 
lentivirales empaquetées avec des vecteurs exprimant soit Myc-GFP, Myc-BAP1, Myc-ASXL2 
ou Myc-ASXL2 K370R. Après une sélection de 48 heures (2 μg/ml de puromycine), les cellules 
ont été ensemencées soit pour les essais de formation de colonies (CFA), d'immunofluorescence 
ou collectées dans le tampon de lyse SDS afin d’analyser l’expression des protéines par 
immunobuvardage. Les cellules ont aussi été utilisées pour effectuer des analyses de progression 
du cycle cellulaire en les synchronisant avec le nocodazole (200 ng/ml) ou avec la méthode du 




 Pour l'immunobuvardage, les cellules sont collectées dans le tampon de lyse (50 mM 
Tris-HCl [pH 7.3], 2 % SDS)). Le dosage de la quantité de protéines se fait par la méthode BCA 
et les échantillons sont analysés par électrophorèse en conditions dénaturantes (SDS-PAGE). 
L'immunobuvardage est effectué par la suite selon les procédures standards et en utilisant les 
anticorps spécifiques pour chaque protéine. La tubuline ou le facteur de transcription Yin Yang 




 Des cellules exprimant Myc-ASXL2 en présence de Flag-BAP1 et HA-Ubiquitine ont 
été récoltées dans un tampon PBS et centrifugées. Le culot cellulaire a été utilisé par la suite 
pour effectuer une immunoprécipitation en conditions natives. Les cellules obtenues sont 




Triton, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 20 mM NEM, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 10 mM βGP et  
un mélange d’inhibiteurs de protéases). Suite à une incubation sur glace  de 20 min, les extraits 
cellulaires sont centrifugés à 13000 rpm/15 min. Les surnageants sont ensuite incubés avec 20 
μl d’anticorps anti-Myc toute la nuit à 4 °C, puis avec 30 μl de billes de sépharose couplées à la 
protéine G pendant 2 heures à 4 °C. Après plusieurs lavages avec le même tampon, les billes 
sont resuspendues dans 50 μl de LB 2X (Lamelli buffer 2X), et analysées par immunobuvardage.  
 
Étude de la stabilité des protéines suite aux traitements au MG132 et CHX  
 
 Des cellules U2OS exprimant de manière stable GFP-ASXM2 ou GFP-ASXM2 K370R 
en présence de Flag-HA-BAP1 ont été traitées soit avec 20 ng/ml de l’inhibiteur de synthèse 
protéique cycloheximide (CHX) ou avec 20 μM de l’inhibiteur du protéasome MG132 pour 
effectuer des essaies de stabilité protéiques. Les cellules sont récoltées pour immunobuvardage 
aux temps indiqués dans les figures. 
 
Essai de formation des colonies (CFA) 
 
 Des nombres similaires de cellules U2OS ou 3T3L1 exprimant de manière stable les 
différentes constructions de BAP1 ou ASXL2 ont été ensemencés dans des plaques et cultivés 
pendant 10 jours. Les colonies survivantes ont été lavées avec du PBS et fixées avec 3 % de 
paraformaldéhyde pendant 20 min. Les cellules ont ensuite été lavées une fois avec du PBS et 
colorées avec 0.2 % de cristal violet pendant 10 minutes. Après plusieurs lavages à l'eau les 








 Les expériences d'immunofluorescence ont été réalisées en utilisant les anticorps 
indiqués dans les figures.  Les cellules ont été fixées 20 minutes avec du PBS à 3 % de 
paraformaldéhyde  et perméabilisées à l'aide de PBS à 0,5% NP-40.Après une saturation des 
sites non-spécifiques avec 10 % de FBS dans du PBS contenant 0,1 % de NP-40, les cellules 
ont été incubées avec l’anticorps primaire anti-Myc, anti-Flag ou anti-H2AK119ub, pendant 
trois heures.  
Alexa Fluor® 594 anti-souris, Alexa Fluor® 488 anti-souris, Alexa Fluor® 488 anti-lapin ou 
Alexa Fluor® 594 anti-lapin (Life Technologies) ont été utilisés comme anticorps secondaires 
conjugués au colorant fluorescent. Les noyaux ont été colorés avec du 4 ', 6-diamidino-2-
phénylindole (DAPI). Les images ont été obtenues à l'aide du microscope OLYMPUS BX53 U-
HGLGPS, de la caméra monochrome numérique XM10 et de l'objectif UPlan SApo 60 X / 1,35 
Oil.  Les images ont été traitées par la suite en utilisant le programme WCIF-ImageJ (NIH). 
 
Synchronisation et analyse du cycle cellulaire par FACS 
 
 Les cellules U2OS ont été synchronisées en utilisant: (i) la méthode de double blocage 
à la thymidine afin de bloquer les cellules entre la phase G1 et la phase S (Blocage G1/S) ou (ii) 
le nocodazole afin de bloquer les cellules en phase M et prévenir la réentrée dans le cycle 
cellulaire. Par la suite, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (FACS). Brièvement, 
les cellules ont été collectées par trypsinisation puis fixées avec 70 % d'éthanol. Après un lavage 
au PBS, les cellules ont été traitées avec 100 μg/ml RNase A (Sigma-Aldrich) pendant 30 min 
à 37 °C. Les cellules ont été ensuite marquées par 50 μg/ml d'iodure de propidium (Sigma-
Aldrich) et analysées par les machines FACScan ou FACScalibur et les données ont été traitées 
par le logiciel CellQUEST PRO (Becton Dickinson). 
 
 
Déplétion par CRISPR-Cas9 gRNA knockout 
 
 Le vecteur pLentiCRISPR-V2 contenant des gRNAs de UBE2E1, UBE2E2 ou UBE2E3 




modifications mineures par Sanjana NE et al,. 112. Brièvement, des oligos de 21 pb  
correspondants aux gRNAs, ont été synthétisés (Life Technologies) avec des extrémités 
appropriées et clonés dans le plasmide pLentiCRISPR-V2. Les clones positifs ont été vérifiés 
par séquençage et les vecteurs pLentiCRISPR-V2 positifs ont été utilisés pour générer des 
particules lentivirales dans les cellules HEK293T par transfection avec des vecteurs PAX2 et 
pMD2-G. Les milieux de culture contenant les particules lentivirales ont ensuite été utilisés pour 
infecter des cellules au moins deux fois avec un écart de 24 heures, avant de traiter les  
cellules à la puromycine pour une sélection de 48 heures. L'efficacité d’ablation des gènes a été 







































VI-   CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
 
  Figure 18 : Schéma représentatif du nouveau mécanisme  de régulation proposé du complexe 





L'ubiquitination des protéines est étroitement régulée par l'action concertée des E3 
ligases et des déubiquitinases assurant ainsi l'initiation, la propagation ou la terminaison des 
événements de signalisation cellulaire. 
Le suppresseur de tumeurs et la deubiquitinase BAP1 régulent les processus associés à 
la chromatine et sont fréquemment mutés dans différentes tumeurs malignes. BAP1 accomplit 
sa fonction via son interaction avec plusieurs partenaires impliqués dans les processus associés 
à l’ADN. En particulier, BAP1 assemble des complexes stables avec les régulateurs 
transcriptionnels ASXLs. En effet, cette interaction est hautement conservée étant l’orthologue 
de BAP1 chez la drosophile, Calypso, interagit avec l’orthologue des ASXLs, ASX. Des travaux 
antérieurs ont démontré qu’ASX ou les ASXLs stimulent l’activité DUB de Calypso et BAP1 
respectivement. Cependant, le mécanisme exact par lequel l'activité DUB de BAP1 est régulée 
par ces cofacteurs reste peu connu. Dans notre travail, nous avons élucidé un nouveau 
mécanisme de régulation qui consiste en l’association de BAP1 à ASXL2 favorisant la 
monoubiquitination de cette dernière sur le domaine d’interaction entre ces deux protéines 
nommé ASXM2.  En effet, il est connu que la fixation de l'ubiquitine sur un substrat peut 
influencer sa stabilité et sa fonction. Fait intéressant, nous avons trouvé que l’ubiquitination 
d’ASXL2 sur la lysine 370 favorise sa stabilité, mais peut aussi induire sa dégradation 
protéasomale. 
Nous avons montré que la monoubiquitination d'ASXL2 est directement catalysée par la 
famille d'enzymes de conjugaison d'ubiquitine (E2) UBE2E ayant une activité E3 ligase, et 
reversée par la déubiquitinase protéasomale PSMD14. Sur le plan fonctionnel, on a montré que 
la monoubiquitination d’ASXL2 stimule l'activité DUB de son partenaire, BAP1, et est 
nécessaire pour la prolifération des cellules de mammifères. 
Le  modèle que l’on propose est résumé dans la figure 18. En réponse à des stimuli 
externes de voies de signalisations inconnus pour le moment, BAP1 s’associe à son cofacteur 
ASXL2. Cette association stimule une enzyme conjugatrice E2 possédant une activité E3 ligase, 
nommée UBE2E3, pour catalyser directement, sans avoir besoin d’une ligase, la 
monoubiquitination d’ASXL2 sur la lysine K370. Cette monoubiquitination promouvoit 
l’activité catalytique de BAP1 envers H2AK119ub afin de réguler les gènes cibles du complexe 
BAP1 et coordonner sa fonction suppressive de tumeurs. En effet, il a été montré que BAP1 




l’activation de leur expression 65. On peut donc comprendre pourquoi la monoubiquitination 
d’ASXL2 associée à BAP1 est importante pour la prolifération cellulaire. Selon notre modèle, 
un moyen qui peut prévenir une déubiquitination excessive de H2AK119ub par BAP1 est de 
stimuler la dégradation de son cofacteur ASXL2 via la polyubiquitination de la même lysine 
370 de ce dernier. Cependant, il est connu que la famille d’enzymes UBE2E catalyse seulement 
la monoubiquitination et limite la formation de chaînes d’ubiquitines. Mais, elles sont également 
connues pour s'associer à un large éventail de ligases (E3) typiques pour favoriser l'extension 
de la chaîne d'ubiquitine 113. Selon un criblage préliminaire avec des ARN interférents (résultats 
non montrés), on a identifié quelques E3 ligases candidates telle que TRIM37 qui pourra 
probablement intervenir dans le contexte de dégradation d’ASXL2 pour inhiber la fonction 
catalytique de BAP1.   
Il sera donc très pertinent de caractériser davantage les enzymes pouvant promouvoir la 
dégradation ou la stabilisation d’ASXL2 afin de moduler la fonction de BAP1. Cela permettra 
d’établir les cascades de signalisation régulant l’activité catalytique de ce suppresseur de 
tumeurs majeur. De plus, une autre perspective de recherche sera de déterminer comment le 
complexe ASXL2/BAP1 agit en concert avec les autres composantes du complexe en particulier 
les facteurs de transcription pouvant assurer le recrutement de cette DUB au niveau des régions 
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